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par P, LEPINE, Cu. CHANY et F. ROBBE-FOSSAT (**). 


(Institut Pasteur. Service des Virus) 


On connait depuis longtemps des affections aigués des voies 
respiratoires survenant sporadiquement ou par petites épidémies 
sans étiologie bien précise. 

Ces affections, quoique généralement bénignes, causent des 
pertes considérables en heures de travail et, en temps de guerre, 
elles diminuent la valeur combative des troupes. Devant leur exten- 
sion, qui ne parait pas sans rapport avec l’emploi des antibiotiques, 
une commission d’étude a été constituée pendant la derniére 
guerre mondiale aux U.S.A. pour procéder 4 une étude sys- 
tématique de la question [4]. 

Les travaux de cette commission n’ont abouti qu’a un résultat 
négatif mais de grande importance : aucune inoculation aux 
animaux de laboratoire n’a donné de résultat et seule la trans- 
mission interhumaine s’est révélée possible. 

La connaissance de l’agent étiologique ne se précise qu’en 1953, 
lorsque Rowe, Huebner, Gilmore, Parrot et Ward [2] isolent un 
virus, en dehors de tout cas clinique, par la culture en série 


(*) Ce travail a pu étre exécuté grace 4 une subvention de 1’Institut 
National d’Hygiéne (dir. Prof. Bugnard). 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1956. 
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d’amygdales prélevées chirurgicalement chez enfant. Is 
démontrent la présence d’un agent qui provoque la dégéné- 
rescence de leurs cultures et surtout prouvent que cette dégé- 
nérescence est transmissible en série. Ce virus se trouverait trés 
souvent a l’état latent dans les.amygdales de sujets bien por- 
tants et son isolement nécessite une sorte de démasquage réalisé 
par quelques passages 4 blanc sur les milieux de culture amyg- 
dalienne. 

En 1954, Hilleman et Werner [8] découvrent, toujours 4 l’aide 
des techniques de cultures cellulaires, un autre agent respon- 
sable de syndromes respiratoires divers allant de l’angine rouge 
non bactérienne A la pneumonie atypique. Ces affections sur- 
viennent de fagon épidémique pendant Vhiver, dans un camp 
d’entrainement militaire américain. Les auteurs constatent une 
augmentation paralléle des anticorps neutralisants vis-a-vis du virus 
isolé (RI 67) d’autant plus intense que les signes cliniques sont 
plus prononcés. Des virus de ce groupe ont été isolés de cas 
de conjonctivites épidémiques et au cours d’une_ sixiéme 
maladie [4]. Les différents virus isolés a cette occasion et 
depuis ont été groupés sous |’étiquette de virus adéno-pharyngo- 
conjonctivaux, ou plus simplement, virus APC. 

La présence en France des virus du groupe APC nous a paru 
i priori probable. Sohier, utilisant des méthodes sérologiques, 
signale Jeur présence a Lyon [5] au cours d’une épidémie limitée 
ayant suivi une épidémie grippale. 

Les virus APC ont jusqu’A présent été considérés comme 
bénins ; en fait ils peuvent devenir redoutables dans certains 
cas lorsqwils opérent sur un terrain pathologique ou chez le 
nourrisson. Ce fait est démontré par une étude systématique 
que nous avons entreprise a |’Hépital des Enfants-Assistés, dans 
le service du professeur Lelong, pendant Vhiver 1955-1956. 
Nous avons pratiqué, & Vheure actuelle, 106 prélévements chez 
des nourrissons entre 6 et 18 mois, présentant une affection res- 
piratoire aigué, toutes les autres causes habituelles ayant été 
éliminées par la recherche systématique de : antistreptolysine A, 
ornithose-psittacose, réaction de Hirst, agglutinines froides. 

Les résultats cliniques et anatomiques de cette étude sont 
publiés ailleurs (6]. Il est important de noter que nous avons pu 
observer un cas de pneumo-encéphalite aigué mortelle avec isole- 
ment du virus des viscéres. 

D’un point de vue général, les virus de la famille APC ont été 
subdivisés en 11 groupes sérologiques provisoires. Ils ont en 
commun quatre caractéres fondamentaux : 

1° Action cytopathogéne en culture cellulaire d’origine 
humaine ou simienne avec une préférence marquée pour la 
cellule épithéliale. 
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2° Absence de toute action pathogéne chez l’animal de labora- 
toire. 

3° Résistance a tous les antibiotiques connus. 

4° Antigene de déviation du complément commun Aa tous ces 
virus (réaction de groupe). Il s’agit d’un antigéne soluble qui 
est présent dans le liquide surnageant des cultures aprés centri- 
fugation 4 trés grande vitesse (25000 t/mn). Cet antigéne pré- 
sente un trés grand intérét pratique en vue du diagnostic et, 
sur le plan théorique, il réalise l’unité des virus du groupe. 


TECHNIQUE ET MATERIEL D’ETUDE. 


a) Le prélévement est pratiqué sur la paroi pharyngée et sur 
la région péri-amygdalienne a l’aide d’un petit écouvillon stérile 
en coton cardé. Pour recueillir du mucus, on fait tousser |’en- 
fant. Le tampon est immédiatement introduit dans un tube 
contenant 1 cm* de milieu de transport composé d’une solution 
saline tamponnée (PBS) additionnée de sérum_ de_ cheval 
a 5 p. 100 et d’antibiotiques. Nous obtenons ainsi une suspen- 
sion fortement concentrée sous faible volume. Le transport est 
elfectué dans une petite glaciére portative. Un premier préléve- 
ment de sang est pratiqué si possible immédiatement. Un 
deuxiéme prélévement a heu un mois aprés le premier. Ceci 
pour rechercher la variation paralléle des anticorps neutralisants 
vis-a-vis du virus isolé, 

b) Culture. — Nous utilisons la souche HeLa de Gey deérivée 
d’un carcinome utérin et entretenue au laboratoire d’une fagon 
constante. Cette souche cellulaire a été adaptée dans le Service 
des Virus de l'Institut Pasteur & un milieu [7] dans lequel le 
sérum humain a été remplacé par le sérum de cheval (20 p. 100) 
et un hydrolysat de caséine (80 p. 100). On y ajoute des anti- 
biotiques (pénicilline, streptomycine, tifomycine). Ce milieu 
présente Vavantage d’étre exempt d’anticorps d’origine humaine. 

La souche elle-méme est facile a isoler et a entretenir, elle 
présente des caractéres biologiques constants qui sont néces- 
saires 4 une étude systématique. 

‘Les cellules sont étalées en couche monocellulaire aprés tryp- 
sination a l’aide d’une solution de trypsine (Difco ou Mann a 
0,25 p. 100) suivant la méthode de Dulbecco et Vogt. La culture 
est faite en tubes roulants ou, en tubes. stationnaires. Pour 
obtenir des préparations fixées et colorées, nous nous servons 
de la technique des tubes a lamelles [8]. 

La recherche des anticorps neutralisants se fait également en 
culture cellulaire, suivant la technique habituelle. 

Le prélévement est conservé a + 5°. On le centrifuge 


a 5000-6000 t/mn avant l’ensemencement. On retire le milieu 
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nutritif liquide du tube & ensemencer et on y introduit IV a 
V gouttes du prélévement par tube. On laisse incuber pendant 
quinze minutes pour obtenir une meilleure fixation du virus sur 
les cellules. On rajoute ensuite du milieu frais et les tubes sont 
placés 4 l’étuve 4 37°. Ils sont examinés tous les jours et compar¢és 
a des tubes témoins non inoculés. 


RESULTATS. 


La lecture des cellules est faite : 

1° Sur cellules vivantes, de préférence au microscope en con- 
trasle de phase ; 

2° Sur cellules fixées et colorées. 


1° OBSERVATION DES CELLULES VIVANTES. — Normalement, la 
souche HeLa se présente en tubes sous forme d’un tapis continu 
de cellules épithéliales. Les altérations cellulaires s’installent en 
trois 4 quatre jours lors des premiers passages, en vingt-quatre 
i quarante-huit heures lorsque la souche est adaptée a la culture 
cellulaire. Lorsqu’on part d’un prélévement chirurgical ou anato- 
mique, il est bon de pratiquer un passage blanc au huitiéme jour. 

Les lésions commencent 4 la périphérie du tapis cellulaire, la 
ou Vactivité mitotique de Ja culture est maximum. Les cellules 
se gonflent, deviennent arrondies et réfringentes. La nappe cellu- 
laire présente des rétractions et se disloque, laissant dans la cul- 
ture des plages vides 4 contours arrondis. Les cellules atteintes se 
groupent en amas irréguliers, arrondis ou en grappe de raisin. 
En quelques jours, la destruction de la culture est totale; les 
cellules se détachent de la paroi et tombent dans le milieu. 


2° OBSERVATION DE CELLULES FIXEES ET COLOREES. — En vue 
d’une étude cytologique plus poussée, les cultures sont fixées dans 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Souche HeLa ensemencée avec Ja souche P,,. A. Grande cellule a cyto- 
plasme trés éosinophile augmenté de volume ; Vinclusion cytoplasmique n'est pas 
pathologique, elle se rencontre dans les cultures normales. A la périphérie du 
noyau (a) quelques yacuoles sont visibles. Il s’agit probablement d’une lésion 
a’ son début. B. Cellule présentant une vacuolisation périphérique trés intense 
faite de petites bulles serrées ; la masse centraleest formée par une agglomé- 
ration de petites billes basophiles réalisant l’aspect en rosace. C. Cellule normale, 
noyau arrondi, ovalaire contenant une chromatine finement dispersée ct des 
nucléoles bien visibles. 


Fic. 2. — Souche HeLa ensemencée avec la souche P,,- Méme image que la pré- 
cédente mais la yacuolisation est plus importante et Ja masse basophile un peu 
plus petite et plus homogéne. 
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les tubes a lamelles puis colorées a l’hémalun-éosine. Les lésions 
cellulaires décrites par Barski [9] paraissent spécifiques des virus 
APC. On note essentiellement des lésions nucléaires et accessoire- 
ment des lésions cytoplasmiques. 

a) Lésions nucléaires. — Normalement la cellule HeLa présente 
un noyau arrondi ovalaire, un 4 deux nucléoles bien visibles, une 
chromatine finement dispersée. On observe : 

Une vacuole qui apparait rapidement a la périphérie du noyau 
puis s’étend ; 

Dans le centre nucléaire une masse basophile, arrondie, non 
homogéne constituée d’éléments arrondis plus petits ; 

A un stade ultérieur, la masse centrale apparait entourée d’une 
zone périphérique boursouflée réalisant un aspect en rosace ; 

Puis la masse centrale envahit tout le noyau qui apparait trés 
basophile, pycnotique. 

b) Lésions cytoplasmiques. — Le cytoplasme parait d’abord 
augmenté de volume, trés éosinophile, se vacuolise, se rétracte 
ensuite et provoque des solutions de continuilé dans la masse 
cellulaire homogéne. 


Telles sont les lésions que provoque notre souche P,, isolée de 
Ja gorge d’un enfant de huit mois, atteint de pneumonie atypique 
d’évolution favorable. Une souche semblable a été isolée des piéces 
anatomiques d’une pneumo-encéphalite mortelle (souche P,,) [pou- 
mon, cerveau prélevés post-mortem, et [LCR prélevé peu avant la 
mort de lV’enfant}]. La souche P,, donne des lésions cytologiques 
légérement différentes de celles de la souche P,,. La vacuolisation 
du noyau parait plus importante, la masse intranucléaire plus 
réduite, un peu plus homogéne. 

Nous avons pu noter paralléclement dans le sérum de l’enfant 
une augmentation du taux des anticorps neutralisants jusqu’a la 
dilution 4 1 : 32. Leur taux a baissé trés rapidement a la fin du 
mois suivant. D’autres cas ont pu étre rattachés a cette épidémie 
par la présence des anticorps neutralisants vis-a-vis de la souche P,, 
dont le taux a subi une baisse rapide. 


RESUME ET CONCLUSION. 


Une souche (P,,) de la famille APC a pu étre isolée de la gorge 
d’un enfant de 8 mois atteint de pneumonie atypique et des piéces 
anatomiques d’un cas mortel par culture cellulaire (P,,). Les 
caractéres biologiques de ces souches sont actuellement a l'étude. 
Les caractéres anatomo-cliniques de l’épidémie dont le virus a été 
isolé seront publiés ailleurs [6]. 

La souche P,, s’est montrée un bon antigéne pour le diagnostic 
des affections & virus APC pour la déviation du complément. Son 
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étude sérologique par comparaison avec les souches américaines 
est en cours. 


SUMMARY. 


A strain (P,,) from the APC group has been isolated from 
the throat of an eight months old infant, suffering from atypical 
pneumonia ; another strain (P,,) was isolated from a mortal case. 
Both strains were isolated in tissue culture. The biological 
characters of these strains are studied. P,, has proved to be a 
good antigen for diagnosis of APC-virus diseases and for comple- 
ment fixation. Its serological study and comparison with Ame- 
rican strains are not yet terminated. 
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CARACTERE SPECIFIQUE 
DE LA LESION CELLULAIRE CAUSEE /N VITRO 


PAR LES VIRUS DU GROUPE A.P.C. (’) 
ET SA VALEUR DIAGNOSTIQUE. 


par Georces RARSKI (’). 


(Centre de Recherches d’Immunopathologie, 
Hépital Saint-Antoine, Paris, 
et Service des Virus de I’Institut Pasteur) 


Les premiers virus de ce groupe ont été découverts par Rowe, 
Huebner et coll. [4] grace a l’observation fortuite d’une dégéné- 
rescence « spontanée » que subissaient les cellules épithéliales 
d’amygdales humaines cultivées in vitro. L’agent causal de cette 
dégénérescence est apparu comme un virus transmissible et culti- 
vable en série sur cellules épithéliales d’origine humaine. 


Par la suite, d’autres virus appartenant au méme groupe ont 
été isolés [2, 3 4, 5], toujours par le méme moyen de cultures 
cellulaires. Ces isolements avaient comme source, en dehors du 
tissu adénoide humain, les sécrétions nasopharyngées et conjonc- 
tivales de sujets normaux ou présentant des affections respiratoires 
aigués accompagnées parfois de conjonctivite. Récemment, Jawetz, 
Kimura et coll. ont également isolé ces virus dans des cas de 
kératoconjonetivite [6]. 

A Vheure actuelle, d’aprés une publication récente de Rowe, 
Hartley et Huebner [7], ce groupe englobe au moins 12 types 
antigéniques différents. 

Tous ces virus possédent un antigéne commun déviant le 
complément [7]; de plus, cultivés in vitro en présence de cellules 
épithéliales humaines ou simiennes, ils provoquent réguliérement 
une dégénérescence et une destruction cellulaires. 


Bien que ces virus soient reconnaissables en cultures cellu- 
laires grace a leur effet cytopathogéne, les lésions cellulaires 


(*) A. P. C. = adénite, pharyngite, conjonctivite, nom donné a ce 
groupe de virus par Huebner. 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1956. 
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quils provoquent dans ces conditions ont été décrites jusqu ici 
d’une fagon assez sommaire et souvent contradictoire. — 
L’objet de ce travail est d’étudier Vaspect particulier de ces 
lésions au cours de leur évolution en cultures cellulaires, de situer 
cet aspect par rapport aux lésions induites in vitro par d’autres 
virus et de déterminer en conséquence la valeur précise que ces 


observations peuvent présenter, entre autres comme moyen de 
diagnostic. 


MAatTé:RIEL ET TECHNIQUE. 


Cultures cellulaires. — ‘La souche de carcinome humain HeLa 
de Gey [8] nous a été aimablement envoyée par le D™ Allain Goffe, 
de Londres, en 1954, et cultivée depuis, d’abord dans un milieu 
contenant un mélange de sérum humain et équin et finalement 
dans un milieu composé de 50 p. 100 de sol. 199 de Morgan, 
Morton et Parker [9], de 30 p. 100 de sol. de Earle et de 
20 p. 100 de sérum de poulain. 

Nous maintenons ces cultures soit en tubes soit en bouteilles 
de Roux de 1 1 ou de 600 cm*, ensemencées avec une suspension 
cellulaire obtenue par digestion trypsique d’une couche cellulaire 
uniforme formée habituellement au bout de six a dix jours. 

Les cultures de rein de singe trypsiné sont préparées d’aprés 
les techniques habituelles [40] dans un milieu contenant 50 p. 100 
de sol. 199, 47 p. 100 de sol. de Hanks et 3 p. 100 de sérum 
de cheval. 

Nous avons décrit récemment en détail le procédé qui permet 
d’obtenir couramment des cultures sur Jamelles faciles 4 fixer ct 
a colorer [44]. Les fixateurs employés sont respectivement : le 
Bouin alcoolique, le Carnoy et le Zencker pour les colorations 
i Vhémalun-éosine, selon la technique de Unna-Pappenheim ct 
de Feulgen. 

Une chambre a perfusion spéciale [42] rend possible le montage 
de cultures sur lamelles en vue d’une observation microscopique 
prolongée des cultures vivantes au contraste de phase. 

Virus. — Nous avons étudié 4 souches du groupe A. P. C. (1): 
« Adenoid 71 » de type 1, « G. B. » de type 3, le virus « RI-67 » 
de Hilleman de type 4 et « Adenoid 75 » de type 5. 

Nous avons utilisé également et accessoirement un virus isolé 
au Service des Virus de l'Institut Pasteur, 4 partir de lavages 
de gorge d’un enfant alteint d’une broncho-pneumonie a virus et 
qui, d’aprés les lésions cellulaires, est visiblement apparenté au 
eroupe A. P. C. 


(1) Toutes ces souches nous ont été aimablement envoyées par le 
D' R. J. Huebner, auquel nous exprimons ici nos remerciements. 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 94, n° 5, 1956. 42 


616 ANNALES DE L/’INSTITUT PASTEUR 


R&SULTATS. 


x 


Nos observations au faible grossissement 4 travers les parois 
du tube confirment celles qu’ont faites d’autres auteurs [43, 3] : 
apparition des lésions du deuxiéme au cinquicme jour apres 
Vinfection, en fonction de l’importance de l’inoculum et de la 
souche virale employée. 

Sur la souche HeLa, les lésions consistent en une rétraction 
plus ou moins prononcée de la nappe cellulaire, granulation et 
arrondissement des cellules, surtout en bordure des lames épithé- 
liales, et finalement en un décollement et une destruction compléte 
de la culture entre le quatriéme et le septiéme jour. 

En cultures de rein de singe, la destruction est moins uniforme. 
La transmission de ces virus en série dans ces cultures s’avére 
plus difficile. 

L’examen plus détaillé que nous pratiquons systématiquement 
srace a la routine de cultures sur lamelles a l’état vivant au 
contraste de phase ou aprés coloration, nous a permis d’apporter 
a la description de ces lésions les précisions suivantes. 


Virus « ApEeNoIp 71 » (type 1 bE Huesner). — a) En cultures 
de la souche HeLa. — Des le stade précoce de l’infection (vingt- 
quatre 4 quarante-huit heures), on observe une rétraction générale 
de la nappe cellulaire. Cette rétraction commence 4 un moment 
ou l’on découvre trés peu de cellules atteintes. Elle se poursuit 
les jours suivants et la culture se transforme vers le troisiéme ou 
cinquiéme jour en un réseau a mailles plus ou moins distendues. 
Les cellules qui forment la trame de ce réseau ont pourtant ten- 
dance 4 garder leur cohérence méme au stade de lésions sévéres 
et généralisées (voir Pl. I, fig. 2). 

A Vexamen détaillé, dans une cellule qui se rétracte tres pro- 
gressivement et dont le cytoplasme commence a se colorer un 
peu plus intensément a la fois par l’éosine et par la pyronine, 
on observe des lésions trés particuléres. Elles se situent avant 
tout dans le noyau: Je nucléoplasme se différencie d’abord en 
zones plus claires et en zones plus denses. Les premiéres se trans- 
forment en vacuoles vésiculeuses qui s’élargissent rapidement, 
gonflant et déformant le noyau. Simultanément, dans le nucléo- 
plasme, une substance dense, de plus en plus intensément colorée 
a la fois par les colorants basiques et acides, se dépose dans les 
mailles du réseau vacuolaire formant des inclusions d’aspect 
irrégulier (Pl. II, fig. 5). Ces inclusions apparaissent indé- 
pendamment et en dehors des nucléoles qui peuvent persister dans 
les noyaux, déja trés altérés, en gardant leur pyroninophilie 
intense. Dans la mesure ot les limites entre les vacuoles s’effa- 
cent, linclusion apparait comme une masse dense entourée d’un 
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halo trés clair plus ou moins large. Il est alors parfois difficile 
d’établir sa localisation intranucléaire. Les inclusions sont dans 
ensemble plus ou moins Feulgen positives. A la coloration de 
Unna-Pappenheim, elles apparaissent comme peu homogénes, 
présentant des zones d’affinité prononcée pour le vert de méthyle 
sur un fond coloré par la pyronine. La pyroninophilie de l’inclu- 
sion est pourtant toujours moins intense que celle du nucléole. 

Il est & souligner que ces particularités des lésions nucléaires 
causées par la souche « Adenoid 71 » se sont maintenues au 
cours des 13 passages successifs de ce virus que nous avons 
réalisés. 

En soumeltant ces mémes cellules infectées a une observation 
continue en contraste de phase (2), nous avons retrouvé certains 
aspects analogues et notamment la différenciation du nucléo- 
plasme, la vacuolisation du noyau, la persistance des nucléoles 
et la formation des inclusions. De plus, nous avons pu constater 
que des mitochondries filamenteuses restent actives dans le cyto- 
plasme des cellules dont le noyau se trouve déja au stade de 
lésions accentuées, phénoméne analogue A celui que nous avons 
observé dans les cellules infectées avec le virus de la _polio- 
myélite [45]. 

Ajoutons que l’on voit parfois sur des cellules vivantes, ainsi 
que sur des préparations colorées, des inclusions cytoplasmiques, 
isolées ou multiples, grises et hyalines au contraste de phase, 
éosinophiles et parfois basophiles a la coloration. Pour l’instant, 
Ja nature de ces inclusions n’a pas été éclaircie ; 4 l’opposé des 
inclusions intranucléaires elles n’apparaissent pas réguli¢rement 
dans toutes les cellules infectées. Il faut remarquer que nous 
observons parfois des inclusions cytoplasmiques semblables dans 
les cultures témoins de la souche HeLa non infectées. 

b) En cultures de rein de singe. — Dans les cellules de ces 
cultures, infectées avec le virus, le cyloplasme est intensément 
coloré surtout par l’éosine. Ici encore la lésion est essentielle- 
ment nucléaire; elle consiste en une ségrégation du contenu 
nucléaire en zones claires et en zones denses. Les zones denses 
apparaissent en dehors et indépendamment des nucléoles ; elles 
se constituent finalement en inclusions d’une basophilie trés 
variable présentant dans une méme préparation toute une gamme 
d’intensité (Pl. III, fig. 8). Ces inclusions sont toujours plus 
ou moins lobulées, de formes souvent bizarres, enchevétrées de 
grains et de lacets trés basophiles. Ces grains et ces lacets se 
colorent intensément par le vert de méthyle. 


(2) Nous donnerons ailleurs [44] la description détaillée de l'évolu- 
tion de ces lésions étudiées 4 l’aide de la microcinématographie en 


contraste de phase. 
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Le polymorphisme extréme de ces inclusions a travers les nom- 
breux passages que nous avons effectués, est particuller a cette 
souche. 

Finalement, dans un noyau plus ou moins distendu, les zones 
claires qui séparent les inclusions forment autour de ces der- 
niéres un halo vide de lout contenu colorable. 

Les zones claires ne prennent presque jamais l’aspect de 
vacuoles vésiculeuses, a la différence de ce qu’on observe en 
souche HeLa. Une autre particularité des cellules rénales de 
singe infectées avec ce virus est la disparition relativement rapide 
et complete des nucléoles. 


Virus « G. B. » (type 3 pE Huesner). — a) En cultures de la 
souche HeLa. — Les cultures infectées avec ce virus ont moins 
tendance a se rétracter dans leur ensemble. Sur des préparations 
colorées, les celiules atteintes parsément toute la culture sans 
pourtant donner l’aspect de rétraction en mailles méme quand 
cette atteinte est généralisée. 

La lésion cellulaire est ici encore surtout nucléaire, bien 
qu’accompagnée d’une rétraction et d’une éosinophilie intense 
du cytoplasme. Elle apparait comme une inclusion trés fortement 
colorée, de prédominance basophile, de forme assez compacte, 
entourée d’un halo clair. La vacuolisation du noyau, qui est si 
intense et presque explosive pour le virus du type 1, est ici plus 
rare et prend des aspects beaucoup plus atténués (Pl. I, fig. 6). 

b) En cultures de rein de singe. —'‘'La différence de lésions pro- 
duites par ce virus par rapport a celles observées avec le virus 
« Adenoid 71 » de type 1 se manifeste également dans les cultures 
de rein de singe. L’inclusion intranucléaire de forme ovalaire 
remplit habituellement le noyau entier d’une masse homogéne 
plus ou moins intensément basophile, en laissant seulement une 
marge périphérique claire. On voit souvent des granulations et 
des débris tres fortement basophiles englobés dans cette masse. 


On observe rarement une lobulation de la masse intranucléaire 
(Pl. 1, tigs--9), 


Prancne | 


Fic. 1. — Aspect d’une culture normale de la souche HeLa. 
Fic. 2. — Une culture de la souche HeLa, quarante-huit heures aprés infection 
avec le virus APC « Adenoid 71 » de type 1. 
Fic. 3. — Une culture de Ja souche HeLa, trois jours aprés infection avec 


je virus APC RI--67 de type 4. 


(Fie, 1, 2 et 3: fixation au Bouin alcoolique, coloration 2 Vhémalun-éosine, 
grossissement 4 la reproduction + 75 x). 
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PLANCHE II 


Fic. 4. — Cellules normales de la souche HeLa. 


Iie. 5. —Quelques cellules de la souche HeLa quarante-huit heures aprés infection 
avec le virus APC « Adenoid 71 » de type 1. Noter la vacuolisation intense du 
noyau et le polymorphisme du corps d’inclusion. 


Fic. 6. — Cellules de la souche HeLa, trois jours aprés infection avec le virus APC, 
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souche « G.B. » de type 3. 
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PLANCHE III 


Fic. 7. — Aspect de cellules avec noyaux normaux dans une culture de rein 
de singe non infectée avec le virus. 


Fic. 8. — Noyaux altérés avee des corps d'inclusion polymorphes et lobulés dans 
une culture de cellules rénales de singe infectée depuis trois jours avee le 
virus APC « Adenoid 71 » de type 1. 


Fic, {. — Aspect typique des noyaux cellulaires d’une culture de rein de singe 
infectée depuis trois jours ayec le virus APC souche « GB ». 


(Fic. 4, 7, 8 et 9: fixation au Bouin alcoolique, coloration & Vhémalun- 
Gosine, grossissement A la reproduction + 2200 x). 


t=} 


Annales de l'Institut Pasteur. Mémoire G. BARSKI. 
T. O14. 


Piancue III, 


MASSON ET cC®, EDITEURS 


LESIONS CAUSEES PAR LES VIRUS. APC 619 


Virus « RI-67 » (ype 4 pe Hurpner). a) En cultures de la 
souche HeLa. — L’aspect général de la culture infectée avec ce 
virus ressemble 4 celui que nous observions avec le virus « G. B. » 
du type 3: la nappe épithéliale a peu tendance a se rétracter 
dans son ensemble: elle est plutot « rongée » par foyers de 
nécrose et se désagrége sans se contracter (Pl. I, fig. 3). 

Les lésions cellulaires, analogues dans leur évolution a celles 
que nous avons décrites pour le type 1, aboutissent a une inclu- 
sion intranucléaire le plus souvent unique et située au centre du 
noyau, comme c'est le cas pour la souche « G. B. » du type 3, 
mais entourée habituellement de multiples vacuoles souvent en 
forme de rosette. 

b) En cultures de rein de singe. — Les lésions nucléaires 
ressemblent plus ou moins a celles produites par le virus « G. B. » 


de type 3 sans étre pourtant aussi homogénes. 


Virus « ApeNnomw 75 » (type 5 pe Huesner). — a) En cultures 
de la souche HeLa. — Comme nous Il’avons déja décrit pour !e 
virus « Adenoid 71 », la culture infectée se rétracte dans son 
ensemble 4 un stade précoce. 

La lésion cellulaire intéressant surtout le noyau présente des 
aspects similaires 4 ceux que nous venons de décrire pour le virus 
de type 1: la vacuolisation du noyau est trés intense et d’aspect 
irrégulier en forme de vésicules et de boyaux qui distendent le 
noyau 4 Vextréme, ce qui implique pour V’inclusion une forme 
également irréguliére. 

b) En cultures de rein de singe. — Dans une cellule rétractée, 
au cytoplasme éosinophile, on observe des Iésions nucléaires 
similaires a celles causées par le virus « Adenoid 71 »: on 
retrouve linclusion basophile intranucléaire d’aspect irrégulier, 
composée d’une masse centrale unique ou lobulée entourée d’un 
halo clair. 

La souche que nous avons isolée au Service des Virus de 
l'Institut Pasteur, chez un enfant atteint dune broncho-pneu- 
monie aigué, a donné des lésions cellulaires caractéristiques : en 
souche HeLa, une vacuolisation du nucléoplasme assez discréte, 
semblable a celle que nous observons avec la souche «G, Be» 
de type 3, et la formation d’un corps d’inclusion typique ; en 
culture de rein de singe, des lésions assez proches de celles 


décrites pour les types 3 et 4. 


DIscUSSIONS ET CONCLUSIONS. 


Ainsi, nos observations conduisent aux conclusions suivantes : 

1° Les lésions cellulaires causées in vitro par les virus du 
croupe A. P. C. sont essentiellement des lésions nucléaires. Elles 
t=) 
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different entiérement des lésions observées dans les mémes condi- 
tions avec d’autres virus cytopathogénes, notamment le groupe 
variole-vaccine, le groupe des polomyélites, l’encépalomyélite 
Mengo, le groupe herpés-virus B-virus d’Aujeszky (pseudo-rage). 

En ce qui concerne les virus de ce dernier groupe, qui se mani- 
festent en cultures cellulaires également par des lésions surtout 
nucléaires, la différenciation avec le groupe A. P. C. ne présente 
pas de difficultés. 

Les signes qui distinguent les virus A. P. C. de l’herpés sont : 

a) La vacuolisation, la distension et la déformation parfois 
extréme du noyau dans lequel tranche une inclusion souvent poly- 
morphe et toujours beaucoup plus apparente que celle du noyau 
herpélique. Cette inclusion est intensément et constamment baso- 
phile, tandis que dans Vherpés elle évolue rapidement vers 
’ éosinophilie. 

b) En souche HeLa la persistance des nucléoles qui dispa- 
raissent dans l’infection herpétique et cédent la place trés rapi- 
dement A des granulations basophiles dispersées dans le noyau, 
surtout contre ses parois. 

c) L’absence de plasmodes 4 noyaux multiples et altérés qui 
sont caractéristiques de l’herpés. 

Dans ces conditions, et jusqu’a preuve du contraire, il appa- 
rait possible de classer, dans le groupe A. P. C., un virus isolé 
en cultures de tissus d’aprés les seules lésions cellulaires qu’il 
produit in vitro. L’emploi des préparations obtenues a l’aide de 
techniques de culture, de fixation et de coloration standardisées, 
peut faciliter cette classification dans une large mesure, et en faire 
un procédé courant. 

2° L’aspect des lésions induiltes par ce groupe de virus en 
cultures de rein de singe et de souche HeLa n’est pas identique, 
comme nous l’avons vu. 

Il existe pourtant un certain parallélisme dans les différences 
dues aux divers types de virus A. P. C. que nous avons étudiés, 
avec les deux genres de cellules utilisées. Ainsi, par exemple, les 
souches de virus qui provoquent en cellules HeLa une vacuoli- 
sation intense du noyau montrent parallélement en cultures de 
rein de singe une tendance 4 produire des inclusions nucléaires 
lobulées et multiformes. 

D’une maniére générale, l'utilisation paralléle de plusieurs 
genres cellulaires peut apporter, comme nous l’avons déja sou- 
ligné, a propos de la différenciation de virus du groupe herpé- 
tique [46], une aide trés efficace dans la classification d’un virus 
inconnu. 

3° Nous observons certaines différences qui apparaissent cons- 
tamment dans le caractére des lésions cellulaires causées par les 
virus « Adenoid 71 » et « Adenoid 75 » de type 1 et 5 d’une part, 
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et les virus « G. B. » de type 3 de l’autre. Ce dernier possede 
4’ un degré moindre la qualité de provoquer une vacuolisation 
intense du noyau et un polymorphisme des corps d’ inclusion. 

Le virus « RI-67 » de type 4 semble occuper a cet égard une 
position intermédiaire. 

Ces différences entre les souches se maintiennent tout le long 
des passages et sont visiblement liées au caractére des souches 
virales employées. Mentionnons que de telles différences ont été 
observées également par d’autres auteurs [17, 48]. 

Le groupe des virus A. P. C., comme le soulignent en parti- 
culier Rowe, Huebner et coll. [43], est hétérogéne non seulement 
a cause de la multiplicité anligénique 4 l’intérieur de ce groupe, 
mais aussi parce que les différents types qu’il englobe présentent 
différentes potentialités pathogéniques. Ces auteurs ont trouvé 
entre autres que des souches de type 3 se rencontrent en parti- 
cuher dans les cas d’affections respiratoires aigués, mais on les 
isole rarement a partir du Ussu adénoide des sujets normaux ot 
il est facile, par contre, de trouver les virus de types 1, 2 ou 5. 

Des différences entre ces types existent également en ce qui 
concerne leurs affinités in vitro pour des cellules d’espéces autres 
que Vhomme et le singe. 

D’aprés ces faits, il n’est pas exclu que les variations dans le 
caractére ou dans l’intensité des lésions cellulaires que nous 
avons observées pour les différents types de ce groupe, corres- 
pondent a des différences biologiques et antigéniques essentielles. 
Des recherches plus étendues, portant sur de nombreuses souches 
sérologiquement identifiées, sont nécessaires avant qu’on puisse 
confirmer cette supposition. 


SUMMARY. 


Lesions produced in vitro by five different strains of the APC 
virus group were analysed in cultures of human carcinoma (HeLa 
strain) and monkey kindney cells, with the aid of various staining 
and cytochemical methods as well as on living cells by phase 
contrast microscopy. 

Four of the five virus strains belong to the serological types I, 
II, IV and V; one, isolated in France, was non identified. 

The lesions were essentially characterized by the appearance 
in the nucleus of a) clear areas which develop into intranuclear 
vacuoles, and b) dense zones which appear independently from 
the nucleoli and form heavily stained basophilic inclusion bodies. 
The inclusion bodies are Feulgen positive but not uniformly. 
They are moderately stained with pyronin and contain methyl 
green positive spots. 
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Differences were found between the APC strains studied as 
lo the extent of intranuclear vacuolization and the polymorphism 
of the inclusion body. The significance and possible diagnostic 
value of these differences are discussed, as well as the comparison 
of the APC intranuclear lesion with the one produced by the 
herpes virus group. 
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ACTION DE LA CYCLOSERINE 
SUR LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE 
DU COBAYE ET DU LAPIN 


par Ca. GERNEZ-RIEUX et A. TACQUET (*) (**). 
{avec la collaboration technique de M's A. BETTREMIEUX)}. 


(Institut Pasteur de Lille) 


La cyclosérine (1), isolée de Streptomyces orchidaceus [4, 2], 
se montre active, in vitro, sur Mycobacterium tuberculosis. Cette 
activité est relativement faible et ne se manifeste que pour des 
concentrations de 10 microgrammes par ml de milieu [8, 4], elle 
s’exerce aussi bien sur les souches sensibles que résistantes aux 
autres substances antibacillaires (streptomycine, PAS, isonia- 
zide). Elle est inhibée par la mycobactine [5]. 

In vivo, la cyclosérine se montre inactive sur la tuberculose 
expérimentale de la souris [2], et de faible activité chez le 
cobaye [6], bien que son action antituberculeuse ait été constatée 
chez Phomme [7]. 

Ce travail a pour objet de comparer l’action de la cyclosérine, 
de la streptomycine et de lisoniazide sur la tuberculose expéri- 
mentale du cobaye due aux bacilles humains, et d’étudier I’acti- 
vité de la cyclosérine, utilisée seule ou en association avec INH, 
sur la tuberculose du lapin provoquée par le bacille bovin. 


I. ErupE EXPERIMENTALE CHEZ LE COBAYE. 


Nous avons utilisé la méthode d’inoculalion intradermique que 
nous avons proposée antéricurement pour apprécier l’activite 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1956, 

(**) Travail exécuté avec l’aide du Centre National de la Recherche 
Scientifique. 

(1) La cyclosérine ou séromycine est identique au P.A. 94 isolé par 
Shull de Streptomyces lavendulae, souche 8197-20 [8]. Ces composés sont 
identifiés comme la D-4-amino-3-isoxazolidinone. 

Nous remercions les Laboratoires Roche d’avoir bien youlu mettre a 
notre disposition la cyclosérine utilisée dans ces expériences. 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 94, n° 5, 1956. 
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antibacillaire de la streptomycine [9], de la viomycine [40] et de 
VINH [44]. On trouvera dans ces publications l'étude détaillée 
du protocole expérimental. 

Trente-cing cobayes, d’un poids moyen de 500 g ont été inoculés 
en deux points de la paroi abdominale avec des bacilles tuberculeux 
sensibles aux différentes substances antibacillaires (souche H387Rv). 
Ces cobayes ont été divisés en sept lots de cinq animaux. 

Cing cobayes non traités ont servi de témoins. 

Deux lots de 5 cobayes ont regu de la strepfomycine en injec- 
tion sous-cutanée. 

Deux lots de 5 cobayes ont été traités par VP INH en injection 
sous-cutanée. 

Dix cobayes ont recu de la cyclosérine par vote digestive 

Le produit a été donné sous forme de pilules aux animaux 
1 jeun depuis la veille. Nous nous sommes assurés par la sur- 
veillance répétée des déjections que les pilules étaient bien assi- 
milées dans l’intestin. 

Ces substances antibacillaires ont été administrées le lendemain 
de Vinoculation, et pendant trente jours. Les doses quotidiennes 
administrées en deux fois, matin et soir, sont indiquées au 
tableau I. 


ACTION SUR LES LESIONS LOCALES. — Les animaux non traités 
développent le neuviéme jour des abcés volumineux, puis le 
quinziéme jour des ulcérations qui n’ont aucune tendance a se 
cicatriser. 

Les cobayes traités par la streptomycine (5 ou 10 mg) forment 
également le neuvieme jour des abcés beaucoup moins volumi- 
neux que ceux des animaux témoins. Ces abcés n’évoluent jamais 
vers Vulcération et régressent du quinziéme au vingtiéme jour. 

Les cobayes traités par l’isoniazide a Ja dose de 0,5 mg par 
jour présentent vers le neuviéme jour de petits abcés aux points 
d’inoculation qui ne s’ulcérent pas. 

La dose de 1 mg d’INH empéche l’apparition des abcés et des 
ulcérations. 

Les cobayes traités par la cyclosérine 4 la dose journaliére de 
20 mg montrent les mémes lésions locales que les animaux 
témoins. Par contre, les animaux traités par 100 mg par jour font 
des abcés vers le neuviéme jour et, vers le quinziéme jour, des 
ulcérations qui sont moins importantes que celles des animaux 
non traités et ont tendance a régresser. On notera, toutefois, que 
cette activité ne peut étre comparée a celle de VINH et méme 
de Ja streptomycine. 

Les photographies des fig 1, 2, 3 et 4 illustrent ces consta- 
tations expérimentales. 
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ACTION SUR L’INFECTION TUBERCULEUSE GENERALE. — Les index 
de tuberculisation [41] ont été calculés au trentiéme jour; les 
résultats obtenus ont été réunis dans le tableau I. 

Les index les plus favorables ont été observés avec ]’INH puis 
avec la streptomycine. Ils confirment en outre les constatations 
faites par l'étude des lésions intradermiques : la cyclosérine, a la 


Fic. 1. — Cobaye non traité: lésions intradermiques le quinziéme jour. 


Fie. 2. — Cobaye traité par la streptomycine (5 mg par jour) : 
M Pp Dione P 
lésions intradermiques le quinziéme jour. 


dose quotidienne de 20 mg, n’a aucune influence sur la tuber- 
culose expérimentale puisque l’index de _ tuberculisation est 
de 6,3 alors qu’il est de 3,9 chez les animaux non traités. Par 
contre, les trés fortes doses de cyclosérine (100 mg par jour) 
possédent une légére activité sur l’infection tuberculeuse générale, 
activité qui reste néanmoins inférieure a celle obtenue avec les 
plus fortes doses de streptomycine. 
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Une étude bactériologique a été effectuée sur les ganglions, 
les poumons et la rate de tous ces animaux, par ensemencement 
direct et aprés traitement par la soude. Les résultats confirment 
les constatations ci-dessus mais il faut souligner que les doses 
les plus élevées de cyclosérine n’ont pas empéché la multiplica- 


Fic. 3. — Cobaye traité par VINH (1 mg par jour): Iésions intradermiques 
le quinzi¢me jour. 


4. — Cobaye traité par la cyclosérine (100 mg par jour) : 
lésions intradermiques le quinzi¢me jour. 


tion bacillaire dans tous les organes étudiés dont les cultures se 
sont montrées aussi abondantes que celles des organes d’animaux 
non traités. 

L’étude de Vallergie et des anticorps par les réactions d’hémag- 
glutination passive et d’hémolyse conditionnée n’a montré aucune 
différence significative entre les résultats obtenus chez les animaux 
témoins et ceux traités par la cyclosérine. 
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TasLeau I. — Etude comparative des index de tuberculisation chez 
les cobayes non traités, ou traités par la streptomycine, l’INH 
ou la cyclosérine. 


Doses 
quotidiennes 


II. Erupr EXPERIMENTALE CHEZ LE LAPIN. 


Index de tuberculisation 
(30e jour) 


Nous avons étudié l’activité antibacillaire de la cyclosérine admi- 
nistrée par vote digestive sur la tuberculose expérimentale du 
lapin; cette substance a été utilisée seule ou en association 
avec lV INH. On trouvera dans nos publications précédentes [12] le 
protocole expérimental d’inoculation et de surveillance des ani- 
maux. 

Chez 8 lapins de méme lignée génétique, inoculés avec des 
bacilles tuberculeux de type bovin (souche Ravenel), différentes 
substances antibacillaires ont été administrées, quotidiennement, 
le Jendemain de inoculation, en deux prises ou deux injections 
matin et soir. Nous avons vérifié par le contrdle des déjections 
et par l’examen du contenu intestinal, 4 l’autopsie d’animaux neufs 
ayant recu de la cyclosérine par voie digestive, que la cyclosérine 
était bien assimilée dans l’intestin. 

Les traitements et les doses utilisées sont indiqués dans le 
tableau II. 

La cyclosérine, utilisée seule, se révele inactive sur la_tuber- 
culose expérimentale provoquée par le bacille bovin. Des doses 
quotidiennes de 700 mg ne parviennent pas 4 empécher la mort 
dans les mémes délais que les animaux non traités. I] convient 
toutefois d’observer que, si aucune différence n’est constatée entre 
les index de tuberculisation des lapins soumis ou non a la cyclo- 


628 ANNALES -DE L’INSTITUT PASTEUR 


Tapurau Il. — Etude expérimentale chez le lapin de l’activité anti- 
tuberculeuse de l’INH et de la cyclosérine utilisée, par voie diges- 
tive, seule ou en association avec l'isoniazide. 


teams 
Non traité > 
6 ng 
TisNHe (3 mg x 2) 
50 mg 
ss OIC (25 mg x 2) 
Cyclosérine 
Cyclosérine 


J .NH. 
+ 


Lésions macroscopiques 


Doses Durée 


quotidiennes dtobservation 


28 jours : mort 


700 mg 
(350 mg x 2) 


Cyclosérine 


+ 


Cyclosérine 


INH. 
+ 


25 mg 
(12,5mg x 2) 


ee 
250 mg 
(175 mg x 


30 jours : sacrifié 


Cyclosérine 


TABLEAU Ill. — Etude comparative du nombre de colonies isolées 
des différents organes de lapins traités ou non par la cyclosérine. 


Lapins Poumons i Reins 1 Ganglions 
| mésentériques 


Traité par 
cyclosérine 100 col 1 
Hees ° col. 3 col. 
Traité par 
cyclosérine 50 col 
(700 ne) . 10 col, 
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sérine, i] n’en est pas de méme deg résultats obtenus par la cul- 
ture des organes. Le tableau III montre, en effet, que le nombre 
de colonies isolées chez les animaux témoins est beaucoup plus 
élevé que chez les animaux traités. 

L’étude des associations INH-cyclosérine nous a permis de 
constater qu'une demi-dose minima active d’INH [42], soit 3 mg, 
associée a une forte dose de cyclosérine, 350 mg, n’empéche pas 
l'apparition des lésions de tuberculose généralisée, et se montre 
dune activité trés inférieure a la dose minima active d’INH, 
utilisée seule (6 mg). Dans nos conditions expérimentales, la cyclo- 
sérine et PINH n’ont done manifesté aucune action synergique 
ou additive. 

Nous avons pu vérifier, toutefois, par l’emploi de doses pleines 
d’INH, associées a la cyclosérine (tableau II), qu’il n’existait pas 
d’action antagoniste entre ces deux médicaments. 

Le taux des anticorps, décelés dans le sérum des animaux 
traités par la cyclosérine seule, par les réactions d’hémaggluti- 
nation et d’hémolyse conditionnée est comparable a celui des 
animaux non traités mais beaucoup plus élevé que le taux obtenu 
chez les animaux soumis 4 VINH seul ou a lassociation INH- 
cyclosérine. 

RisuMe. 


La cyclosérine, utilisée par vote digestive, ne se montre active 
sur la tuberculose expérimentale du cobaye et du lapin qu’a de 
trés fortes doses. Son action antibacillaire ne peut étre comparée 
a celle de Visoniazide ou méme de la streptomycine. Aucune 
action synergique ou additive vis-a-vis de ’ INH n’a été observée 
dans nos conditions expérimentales. Aucun phénoméne toxique 
n’est apparu chez le cobaye ou chez le lapin, méme pour les plus 
fortes doses du médicament. 

Il convient d’interpréter ces résultats avec réserves, étant 
donné le mode d’administration digestif de la cyclosérine et |’im- 
possibilité d’en contrdler actuellement, par une méthode valable, 
les concentrations sanguines. On sait de plus que la cyclosérine 
se révele moins active en présence de sérum de cobaye, et que 
son excrétion est trés rapide [6]. 

On remarquera cependant que les résultats que nous avons 
obtenus concordent avec ceux de Patnode, Hudgins et Cum- 
mings [6], qui utilisent la cyclosérine injectable : ils n’ont observé 
qu’un léger effet thérapeutique, a de tres fortes doses, mais ont 
pu confirmer cette faible activité par l'étude histo-pathologique 
des organes d’animaux traités, comme nous l’avons fait par numé- 
ration des germes dans ces organes. 

L’enseignement de ces constatations expérimentales est que la 
cyclosérine ne peut étre utilisée seule dans le traitement de la 
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tuberculose. Bien que nos recherches n’aient pas montré, dans 
les conditions expérimentales ot} nous nous sommes placés, 
d’action synergique entre INH et la cyclosérine, il nous parait 
intéressant de poursuivre ces travaux en associant la cyclosérine 
a d'autres substances antibacillaires. 


SUMMARY. 


Only very strong doses of cycloserine have been found active 
in experimental tbe of guinea pigs and rabbits. Its anti-bacillary 
activity can not be compared to that of isoniazid or even strep- 
tomycin. There is no synergic or cumulative action when cyclo- 
serine is combined with isoniazid. However, no toxicity is evident 
even in high dosages. Cycloserine should not be used alone for 
the treatment of tbc in man. Further experiments should enlighten 
us on the possibility to enhance its activity when combined with 
other antibacillary substances than isoniazid. 
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ETUDE DU COMPORTEMENT 
DE 17 ESPECES ANAEROBIES STRICTES 
VIS-A-VIS DE 11 ANTIBIOTIQUES 


par E. pe LAVERGNE, J.-C. BURDIN, J. SCHMITT et M's M.-T. LE MOYNE (*) 


(Laboratoire Central des Hépitaux 
et Laboratoire de Bactériologie de la Faculté de Médecine 
de Nancy) 


La recherche de la sensibilité des bactéries aérobies a divers 
antibiotiques a suscité de multiples travaux. Ceux qui concernent 
les anaérobies stricts sont, par contre, relativement peu nom- 
breux. Ceci tient aux difficultés générales de leur étude. 

Aussi, ayant eu l'occasion d’en examiner 41 souches représen- 
tant 17 espéces différentes, nous avons pensé qu’il serait intéres- 
sant d’en rapporter la sensibilité a 11 antibiotiques couramment 
utilisés au laboratoire et en clinique. D’ailleurs, aucun travail 
d’ensemble n’a été pratiqué sur ce sujet, et, A notre connaissance, 
la sensibilité des anaérobies stricts a la framycétine et a la spira- 
mycine, entre autres, n’a pas été rapportée. Notre étude a été 
effectuée sur 41 souches : 28 récemment isolées de lorganisme 
ont été identifiées par nous et 13 provenaient des collections de 
l'Institut Pasteur de Paris (1) et de Lille (1). 

Pour ces déterminations de sensibilité, nous avons utilisé la 
technique en milieu solide, par la méthode des disques, et nous 
en avons précisé les résultats par la méthode des dilutions en 
milieu liquide. 


TECHNIQUE. 


Nous avons suivi la méthode de H. Beerens [8], telle qu’elle 
a été décrite dans ces Annales en 1954. 

Le milieu utilisé fut le milieu VF glucosé ajusté 4 pH 7,4. Avant 
la détermination de la sensibilité aux antibiotiques, le choix de la 
dose de germes 4 ensemencer fut précisé par une mesure préalable 
du pouvoir proliférant. (Ensemencement de volumes déterminés 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1956. 
(1) Nous tenons 4 en remercier le D™ A.-R. Prévot et M. H. Beerens. 
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de milieu VF en tubes, par des dilutions de 10 en 10 d’une culture 
jeune de la souche anaérobie stricte 4 étudier. Incubation a 37° 
et lecture 4 l’apparition des colonies.) 

250 ml de milieu VF régénéré et maintenu a 45° C environ 
étaient alors ensemencés avec la dose choisie, grace a |’épreuve 
du pouvoir proliférant. Aprés agitation prudente, une partie du 
milieu ensemencé était répartie dans 11 tubes ordinaires, a raison 
de 10 ml par tube. Un disque de chacun des antibiotiques sui- 
vants : pénicilline, streptomycine, chloromycétine, auréomycine, 
terramycine, tétracycline, érythromycine, spiramycine, bacitracine, 
néomycine, framycéline, était alors placé a la surface du milieu 
refroidi de chaque tube. Enfin, 10 autres millilitres de gélose 
étaient répartis dans chacun des tubes précédents, apres avoir 
fixé le disque par un peu de gélose VF. La pastille d’antibiotique 
était donc finalement placée au centre d’une colonne de gélose VF 
ensemencée. 


Tasteau J. — Cocci Gram +, anaérobies stricts. 
“Gere: Boploe — :Soushe | _onetblotgeet Tes th isstrosd 
pPi sii artim; BER E ws F 
Streptococcus : foetidus tae ea 19! 39: : 36: 36: : 39? ; 32 ve 39: : i: : ra 
: evolutus » loa: 20: Sa aeee 06? 40! 7 6: 
> putridus wee ffx! 10: Ene eee 6: r: 


> anaerobius La. . PPM cnn aoe ae 


= 


(*) P = Pénicilline ; S = Streptomycine ; GC = Chloromycétine ; A = Auréo- 
mycine ; T = Terramycine ; Tt = Tétracycline ; E = Erythromycine ; R = Spira- 
mycine ; B = Bacitracine ; N = Néomycine ; F = Framycétine. 


Aprés incubation a l’étuve, a 37°, d’une durée variable suivant 
les espéces, la lecture était faite dés que des colonies étaient 
visibles 4 l’ceil nu, et la zone d’inhibition de croissance, de part 
et d’autre des disques (@antibiotiques, était mesurée soigneuse- 
ment en millimetres. 

Une telle opération fut ainsi pratiquée pour nos 41 souches 
d’anaérobies stricts. 

Dans les tableaux suivants (tableaux I, II, III, IV, V), classés 
par especes, nous avons inscrit pour chaque souche les zones 
d’inhibiion en millimétres que nous avons obtenues pour les 
différents antibiotiques. 

Nous avons aussi utilisé, pour quelques souches, la méthode en 
boites de Petri, de Y. Chabbert {40}. Nous avons pu obtenir des 
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Tasreau II. — Cocci Gram —, anaérobies stricts. 


: E : Zones @'inhibition aux différents 
z conse asus eonehe ; antiblotiques (en mi einitres) 3 
: : 3 Po acl a or oth ee een ek ge 
: Veillonella : alcalescens : Le... iy 25; B. 36* 257 287307 4% e879: BEBE 
: : alcalescens : 1360 52: 0 732%26' 2272329 74 2g 79 Ba 6 
: : : i. be eS 
2 > alcalescens : Mo... f32; 0 548734236 25620 PBA SG 8H & 
g . WJ 5 o 6 $ : z 5 3 : : : 
: R : S 5 : . 5 a 3 3 BR 8 5 
2 : parvula : 1505 Bl2z9; 6 240 ?30 t31 31:0 270237 0) 6: 
: : : i hae aa 
: > parvula. pees ah ea Se hee ees 24 tf 6 a7 get gh 


Tasrrau Ill. — Bacilles sporulés, anaérobies stricts. 


Zones d'inhibition aux différents 
Genre Espéce * Souche antioiotiques (en millimétres 


@ ce sebe « 


: aoe Spee ec ee Tee 
——: 

Welchia : perfringens : pede. jee: 244 240 156 138 : ae ; 50 2 582 10 : 6 
perfringens ! A ais 6 142 38:36 Sea om so : 38! 10: 6 

: persriaraiat: Be.. SE 0 41 $58 756 356 toy Oe 230! Si 

perfringenst 668 foo: 0 40 a9 233 : 25 OS 31 P39! re ire! 

Sti ee 2° 9] 0:40 {00 ist isa fast 0 156: ata! 

ee ae se: 5 148 [50 } 32 $33 25 30:38! 0: 0: 

Clostridium : septicum Sch sis fox: ; T2244 740242 342 cA 36 : 39! er: : 16! 
septicum r939 A 20: 1044 35 ¢ 36 ioe? 32 : 36 Pees 

Plectridium cent Fo... 20: 3 235 $50 31 sey : we ze Is 10 : 8 
Satan pe leo? 7 :27125!22!267 25: 26:76! e: 8! 

MR os Lae 4 iseleeizeiso! cei a i7 ofa! 

rtetanonor phus Mi iE 5 4 ; 507 22! patagt 20% 32 23! 10: 6 


\ 


zones d’inhibition de dimensions comparables a celles de !a 
méthode de Beerens, en tenant compte, évidemment, du diameétre 
propre de la pastille d’antibiotique. La technique de Chabbert 
est donc parfaitement utilisable. 


634 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Tasteau IV. — Bacilles Gram —, non sporulés, anaérobies stricts. 


; : i cones d'*n ibition aux wi.ferents 
: Genre : Espéce -Souche antibiotiques (en miilimetres) 


: : . lreelers 7 TMigk R: BEN F 
:Fusiformis fusiformis ‘Be... iz 4:02: 90052250: 4:74 6" 0-4 
; ;fusi. ormis 2D a fs 7 * 59% 52°24 ur: 0 re: 18.4 4 
‘ fusiformis saae E 8-36 22°24 22 pa eee 
‘ rusiformis SW 30 ee ee ree 


*fusiiormis 516 


. 


: Sphérophorus ‘funduliformis: 546 


“funauliformis: 267 


* sundulitormis: Ve... 40-4 : 42:58:59 .59: 6:16: 8° 5 6 


6 
* sundulisormis:5 2B ONE 455 58957 2565 G2 16> (OlmnOnEIO 
‘funduliformis:tia... |] 20:0 : 56: 55:30:30: 0:12: 0:8 °-0: 
t vd . - . . . . . 

:Ristella :incommunis Tu... ] 0: 0 : 26: 28:28:28:12:16: 0:0 :0 

: : : : 5 : : : : : : : [oe 

; : tunida :Co .. |} 0:0 : 28: 20:22 :22:10:20: 0:0 :0 


Tasteau V. — Bacilles Gram +, non sporulés, anaérobies stricts. 


Zones d'inhibition sux différents j 


Genre ; HEspece a antibiotiques (en millimétres) 


Corynebacterium ee eT SLO <6 90: 40 356 3215 328354 48 s5e "56 740 ; 04 


9 

eFrrassscuestity ilies 
:liquefaciens PE... | 542 40:64: 26:40:40 :68 60 ?64 °40 44 

:Ramibacterium ;pleuriticum ane | 

;Pleuriticum :Be... 


> Eubacterium ; tortuosum eae | Bee On 40) : Sr se $e 352 728 333 : 4 : 5 3 


: Bifidibacterium, bifidum nivaee I5: 18: 54:20: 20:20:56 40 :40 :14 . ta 


: Actinobacterium, israeli 21026 | 42 7 40:20:25 £27 46 +50 $40 : 0 0 
; :israeli :1061 S52 6:58:26: 50:27:40%46 145: 0: 0 
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Signalons enfin, qu’en ce qui concerne les sulfamides, nous 
avons essayé de mesurer la sensibilité de nos souches, mais nous 
n’avons pas obtenu de résultats constants. L’on sait, d’ailleurs, 
que les peptones des milieux de culture peuvent avoir un effet 
anti-sulfamide. 


Tasteau VI. — Correspondance entre zones d’inhibition (en milieux 
solides) et sensibilités aux différents antibiotiques (en milieux 
liquides). 


Sunapee 
‘ 
Zones 


:Corynebact,1ligq.Lo: 40 


oe thot 


: Antiblotiques: Souches d'inhibit:Sensibilités: Résultats ; 
ES a salad Pe 
ig :Ristella inc.Tu : Omm:) 4 U.0.: : 
: :Ristella tumi.Co : (0) => 4 i 
: :B,Bifidun Vi 5 Ses 4207S :€ I5 mn BP MON) Wir 
: :Strepto.putri.,Bu : 2 : 0,12 :souche eitistense: 
: Pénicilline :W.perfringens Le : 28 5 0,12 : ; 
: :Veillo,alcal., Mo : 52 : 0,06 ; 
: :Sphero.fund,548 : 52 : 0,06 > 25 mm :€0,2 U. 
; :Strepto,evol,542E: 34 : 0,06 ‘Bouche sensible ': 
5 :Ramibac.pleuri.Ad: 57 : 0,05 $ 
2 :Corynebact.liq.Lo: 50 : 0,003 : 
8 sRistella inc.Tu : 0) F > T0O9 “se .4 5 
: :Veillo, alcal.Mo ; Oo 6 200 : $ 
: :Veillo.parvu.1305: re) : 00 SQ eo mma: >TO e 
4 :Sphero.fund,548 : 4 : 100 ssouche résistanve: 
:Streptomycine :W.perfringens le : 8 : 100 $ : 
= :Clostri,septi.Ch.: I2 : 50 : 5 
: :Strepto,foeb.1400: 19 : 50 :>30m:<€5 wv: 
:Strepto.evel,342E: 20 : 50 :souche sensible : 


:Corynebact.lig,Pf: 40 a 
a (is 
: :Ristella tumi.Co : 22 ; > 20% 
: :Plectri.tetani Pé: 27 ; nao) 
; :Ristella inc.Tu : 28 Cj nae) 
rs) :Veillo,alcal ,I560: 32 5 nae) : 
:Chloromycétine: Strepto.foet,1400: 39 : 5 :>25 mm :<€ IS & 
s :Veillo,parvu,1305: 40 : 5 :souche sensible 
:F .fusiformis Wa : 40 2 H 
:Clostri. septi.Chi 44 : 2 2 : 
:Veillo,alcal.Mo. 48 : Be 
: 0,35 5 : 


:Corynebact. liq.Lo: 56 


eee 
a ee 


Oh Oe 08 Oe oe oe He 0b oe we oe Oe be oe be we bb oh oe 


:Corynebact.liq.Ibo: 2 G as 4 3 
:Strepto.evol 342k: 22 ai g é 
:Veillo,alcal,1I360: ee : 5 E : : 
:Veillo,parvu.1505: H ; : 

Auréomycine :F.fusiformis Du : 32 3 0,40 > 20 mm :'€5 3 : 
:Veillo,alcal.Mo : 34 : 0,75 ;:souche sensible : 
*Sphero,fund,548 : 56 : 0,25 . : 
:W.perfringens Le : 40 : 0,10 G : 
‘Clostri.septi.Ch : 40 : 0,12 : G 
‘Sphero,fund.267 c gas S 0,25 : : 
: : 3 
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INTERPRETATION. 


Les chiffres inscrits dans nos tableaux ne pouvaient suffire. 
Il était, en effet, indispensable de savoir ce qu’ils signifiaient, 
c’est-a-dire A quoi correspondaient d’une fagon non absolue, évi- 
demment, ces zones d’inhibition par rapport a la sensibilité des 


TasLeau VI (suite). 


: : ie : : 
: Antibiotiques: Souches latinha pit? Sensibilités: Résultats 


a * 


: Veillo,alcal,1I360: 22 mm; 


oe 00 08 oe 


a 3 : : 

$ :Plectri.tetani Pé: 22 © 2 $ E 
: : Strepto.evol,542E: 26 iH Ir yj : 
Terramycine :F.fusiformis Wa : 30 i 0,75 : $ 

: 'Veillo.parvu.I305: 31 : 0,75 :PRzOm:L ow : 
++ Tétracycline :Veillo,alcal.Mo ; 36 B 0,40 ssouche sensible + 
$ ‘:W.perfringens Le : 56 " 0,40 t = 
3;Sphero,fund,o48 3 40 p 0,12 : : 

3 3Clostri.septi.Ch : 42 $ 0,06 : : 
: :Sphero,fund,267 : 44 << ORO: : 
: tVeillo,alcal.,Mo : ie) % TOS, : : 
: tVeillo,alcal,I360: ce) : Io 3 : 
: tSphero,fund.267 : 4 Seto 2<€is mm: > es :! 
$ %*Ristella tumi.Co : Io 3 5 *souche résistante: 
: Erythromycine *Ristella inc.Tu + r2 $ 4 $ é : 
: wStrepto,evol,s42E: 22 ° 0,50 : : 
*Plectri,tetani Pé: 25 : 05253) mec .20 mms ho ee 

H 3Strepto,foet.1400% 32 % 0,20 *souche sensible = 
: 3Clostri.septi.Ch * 34 3 0,12 s 3 
tCorynebact,liq.Lo: 48 3 0,02 : : 


3 ‘sVeillo,alcal.Mo : 4 3 40 @% 3 $ 
‘5 ‘;Veillo, parvu,1I305: nde) 5 40 $ : 
: 3F.fusiformis Bé ;: 14 .s I5 :€20 mm :PIOs : 
3 +Ristella inc.Tu : 16 2 I5 ssouche résistante: 
: Spiramycine +:Sphero,fund.548 : I6 ie 10 : s 
: :Sphero,fund.267 : I9 5 Io 3> 25 om : €5 & : 
: sklectri,tetani Ié; 26 3 7 :souche sensible : 
: :Strepto.foet.1400; 34 : 0,50 : 2 
$ 3Clostri.septi.Ch ; 36. 3 0,50 ; : 
2 :Corynebact,liq.Lo: 52 s € 0,25 4 : 
: 5 g t g iS 
: :Ristella inc.Tu ; 0 Barer ue rs 
: :Veillo.,alcal.Mo : 4 39 De . : 
: :Sphero.fund.548 : I6 : 3 CE PAO) HN ODS Se i, 
: :Veillo,parvu.1305¢ age) : 2 ssouche résistante? 
: Bacitracine :Flectri.tetani Ié: 18 x S : : 
P :F.fusiformis Du : I8 2 I t>:25 mn: < FU. 
. 3W. perfringens Le < 38 3 0,035 ie : 
: :Strepto.putri.,Bu ? 38 is 0,0IS ?: = 

sClostri,septi.Ch : 40 3 0,05 3: : 

3;Corynebact.,liq,Lo: 56 H 0,007 % : 
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souches aux antibiotiques. Aussi, pour chaque antibiotique (2), 
avons-nous choisi 10 souches dont nous connaissions les zones 
d’inhibition et en avons-nous apprécié la sensibilité par la méthode 
plus rigoureuse des dilutions en milieu liquide, en présence de 
vert janus, décrite par A.-R. Prévot [44]. 

Dans le tableau VI, nous rapportons la correspondance qui 
existe, pour les différents antibiotiques, entre zones d’inhibition 
el sensibilités exprimées en pe ou en unités. 


Tasteau VI (suite et fin). 


Goa = a IO. a ea ee 


; : Zones + : q 
: Antibiotiques: Souches “ sd'inhibit:Sensibilités: Résultats 

: :F.fusiformis Be O mn I00 3 3 
Hy :Veillo,alcal,Mo (0) : 50 2 : 
: sRistella inc.Tu : (0) : > 40 @ 3 
5 :Sphero.fund,548 : 8 : 25 : G 
: Néomycine :Sphero.fund.267 : 9 : 25 :€30 mm :)IO 8, : 
: (sulfate) :W.perfringens Le : Io : 25 :souche résist:nve: 
5 :Strepto,foet.1400: aie é . 25 8 : 
: :Clostri.septi.Ch : 2I : r2 cS = 
: :Corynebact.liq.If: 40 : 0,20 : : 
2 :Corynebact,liq.Lo: 40 G 0,12 a ; 
: 3Veillo, parvu,1305: 0 $ OOM inure % 
: *Veillo.,alcal,1I360: (0) 3 100 G : 
: *Veillo,alcal,Mo : 0 3 I00 3 : 
3 *Sphero,fund.267 : 5 50 3 : 
: Framycétine ‘?Plectri.tétani Fé: 8 + > 50 250m: > 2y : 
: (sulfate) *Strepto.foet,1400: r2 H 20 ssouche résistaute: 
° *B, bifidum Vi : I4 3 20 : 3 
3 tClostri.septi.,Ch : I6 > ar") : : 
3 *Corynebact.liq.lo* 34 ; 2 : : 
3 :Corynebact liq. Pf: 44 3 i 3 : 
3 S : : : 


Connaissant, alors, la concentration humorale obtenue par les 
différents traitements antibiotiques, on peut donc déterminer, par 
la méthode des disques en gélose VI’, le seuil, c’est-a-dire la zone 
d’inhibition au-dessous de laquelle il y a résistance, et sensibilité 
au dela. C’est ce qui est inscrit dans la derniére colonne de notre 
tableau VI. 

En reprenant alors les cing premiers tableaux, on constate que 
ceux-ci deviennent significatifs, chaque chiffre indiquant que la 
souche étudiée est sensible ou résistante a l’antibiotique choisi. 


R&eSULTATS. 


Notre travail présente done un double intérét. 
En premier lieu, celui d’avoir précisé la sensibilité 4 11 anti- 


(2) Nous remercions les Laboratoires Spécia, Roussel et Diamant, de 
leurs gracieux envois d’antibiotiques purifiés. 
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biotiques de 17 espéces bactériennes anaérobies strictes. Or, les 
différentes souches d’une méme espéce possédent, en général, un 
comportement semblable. On peut done se rendre compte du 
spectre d’action des différents antibioliques sur les espéces anaé- 
robies strictes les plus fréquemment rencontrées en pathologie 
humaine. 

En second lieu, celui d’avoir établi une concordance entre zones 
d’inhibitions (en gélose) et sensibilités en wg ou en unités. Certes, 
les techniques de détermination de la sensibilité des bactéries 
aux antibioliques en milieu liquides sont plus précises que celles 
en gélose en présence de disques, mais ces derniéres, par contre, 
sont infiniment plus pratiques et plus utilisées. 

En ce qui concerne les anaérobies stricts, connaissant la zone 
d’inhibition d’une souche a un antibiotique, 11 est néanmoins pos- 
sible de connaitre ordre de grandeur de sa sensibilité exprimée 
en wg ou en unités. Il suffit de se rapporter au tableau de concor- 
dance que nous avons établi. Nous ne saurions trop insister sur 
le fait qu’il s’agit bien d’un ordre de grandeur et non d’une sensi- 
bilité parfaitement exacte ; des différences pouvant étre observées, 
dues au fait que certains anaérobies poussent en vingt-quatre 
heures, d’autres en plusieurs jours, la diffusion de l’antibiotique 
en gélose étant alors différente. 

Pour terminer, nous désirerions faire deux remarques : 

1° Toutes nos espéces se sont révélées résistantes a la strepto- 
mycine, a l’excepuion de C. liquefaciens. Beerens l’avait déja noté. 
Nous avons constaté qu’il en était de méme pour la framycétine 
et la néomycine. 

Inversement, toutes nos souches étaient sensibles 4 la pénicil- 
line, hormis les Ristella. 

2° De fagon générale, nous pensons que pénicilline, chloromy- 
cétine et tétracyclines sont des antibiotiques actifs sur la plupart 
des anaérobies stricts ; que streptomycine, néomycine et framy- 
cétine sont, par contre, peu efficaces; enfin, que bacitracine, 
érythromycine et spiramycine sont plus actifs sur les anaérobies 
Gram positifs que Gram négatifs. 


RESUME. 


Les auteurs ayant étudié, en milieu solide, le comportement 
de 17 espéces anaérobies strictes vis-a-vis de 11 antibiotiques 
couramment utilisés en clinique et au laboratoire, rapportent leurs 
résultats. Plus d’une centaine de titrages, en milieux liquides, 
ont été pratiqués d’autre part, rendant possible 1|’établissement 
d’un tableau de concordance entre zones d’inhibition en milli- 
métres et sensibilité en pg ou en unités. Il s’agit la d’un ordre 
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de grandeur, étant données les conditions de techniques imposées 
par la culture des anaérobies stricts. 


SUMMARY. 


The authors have studied the behaviour of 17 species of strict 
anaerobes in solid medium against 11 antibiotics currently used 
in clinical practice and laboratory experiments, and they report 
on the results obtained. Over one hundred experiments in liquid 
media have allowed to establish a table of concording zones of 
inhibition in mm and sensitivity in wg or units. In view of the 
technical conditions of anaerobic culturing the figures obtained 
are to be considered as a rough estimation. 
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INFLUENCE DU SERUM ANTIPHAGIQUE 
SUR L’ADSORPTION DU BACTERIOPHAGE 
PAR LE BACILLE SENSIBLE 


par Y. NAGANO, M. ODA, M. MUTAT, et Y. KONISHI (’). 


(Institut des Maladies Infectieuses, Siba Sirokane Daimati, 
Tokyo) 


Notre connaissance est pauvre en ce qui concerne le mode 
d’action d’anticorps neutralisants vis-a-vis du bactériophage. Au 
cours de l’évolution de infection d’un bacille par un _ bactério- 
phage, on peut distinguer diverses étapes. Quelle serait |’étape 
que les anticorps neutralisants inhibent ? Pour répondre 4a cette 
question, il faudrait commencer par examiner si l’adsorption du 
bactériophage par le bacille hdte est empéchée par les anticorps 
neutralisants. Burnet et ses collaborateurs {1] ont examiné si le 
bactériophage neutralisé s’attache 4 la bactérie sensible. Par des 
expériences préliminaires, ces auteurs ont observé que les bacilles 
« revéfus » par des bactériophages sont agglutinés par le sérum 
antiphagique. ‘Les auteurs en ont conclu a l’adsorption du bacté- 
riophage neutralisé par le bacille hdte. Hershey et Bronfen- 
brenner [2] ont mis des bacilles sensibles en contact avec des 
bactériophages neutralisés. En traitant ces bacilles par la papaine, 
ces auteurs en ont dissocié les bactériophages actifs. Les auteurs 
en ont conclu que le phage neutralisé garde le pouvoir de se fixer 
a la bactérie hote. Récemment, Graziosi et ses collaborateurs [3] 
ont constaté que le bactériophage partiellement neutralisé s’ad- 
sorbe sur la bactérie hdte plus lentement. Les auteurs italiens 
n’ont pas étudié Vadsorption du bactériophage complétement 
neutralisé. Nous avons repris l’étude de ce probleme. En utilisant 
a notre tour des phages marqués par un élément radio-actif, nous 
avons étudié Vinfluence de Vimmunsérum antiphagique sur 
adsorption du phage par le bacille sensible. 


(*) Manuscrit recu le 29 mai 1956. 
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MATERIEL ET TECHNIQUE. 


Bactérie. — Comme bacille sensible, nous avons utilisé la 
souche B de E. coli. La souche résistante utilisée a été obtenue 
a partir de la souche B. La souche résistante obtenue n’adsorbe 
pas le phage T2. 


BacrtriopHace. — Nous avons utilisé le phage T2 marqué avec 
le radio-phosphore. Le phage T2 marqué a été préparé par les 
procédés suivants : on centrifuge une culture agitée de 3 heures 
en peptone glucosée. Les bacilles sont resuspendus en peptone 
glucosée renfermant le *?P (1 mC/50 ml). Au bout de dix minutes 
a 87°, on ajoute des phages a Ja culture a raison de 3 a 4 phages 
pour une bactérie. Incuber la culture infectée en agitant pendant 
trois heures, puis sans agiter pendant quatorze heures. Filtrer 
la culture sur Chamberland L2. Centrifuger 50 ml de filtrat 
pendant trente minutes 4 30000 tours. Reprendre le dépot dans 
6 ml d’eau physiologique pour centrifuger pendant cinq minutes 
a 8000 tours. Centrifuger le liquide surnageant pendant trente 
minutes 4 25 000 tours. Reprendre le dépdt dans 5 ml d’eau phy- 
siologique. Son titre a été de 1,6 x 101/ml, et le phosphore total 
a été de 6,8 pg/ml. ‘La radio-activité de Ja suspension diluée au 
centiéme a été de 2301 coups/mn/ml. 


IMMUNSERUM CONTRE LE PHAGE T2. — Des lapins ont recu par 
voie intraveineuse 3 ou 4 doses de lysat bactériophagique non 
purifié. Le sérum recueilli a été saturé par des colibacilles lavés. 
Le sérum a la dose de 1/15 000 de millilitre a neutralisé 50 p. 100 
de 300 particules de phages. 


ADSORPTION SELECTIVE PAR LA BACTERIE HOTE DU PHAGE T2 
INACTIVE PAR LE SERUM ANTI-12. 


Les phages marqués avec le radio-phosphore ont été neutralisés 
a différents degrés ou simplement dilués en série, et mis en 
contact avec des bacilles sensibles ou résistants. Nous avons 
préparé les quatre systémes phage-bacille suivants : 


Série I (phage neutralisé + bacille sensible). — On a mélangé 
3 x 10° particules de phage marqué (4350 coups/minute) en 
0,9 ml avec 0,1 ml d’immunsérum anti-T2 dilué au 1/60, 1/600 
ou 1/1200, ou avec le sérum normal dilué au centiéme. Les 
mélanges ont été laissés 4 87° pendant deux heures. Une portion 
de chaque mélange a été prélevée pour la numération des plages. 
Les phages ainsi neutralisés 4 différents degrés ont été mélangés 
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avec 4 x 10° bacilles de la souche B. Aprés un séjour de dix 
minutes 2 37°, les mélanges ont été centrifugés a 3 000 tours/minute 
pendant dix minutes. Les dépéts ont été évaporés pour la mesure 
de la radio-activité au compteur de Geiger-Miiller. 


Serie II (phage non neutralisé + bacille sensible). — L’échan- 
tillon de phage marqué a été dilué avec du bouillon a 80:100, 
50:100 ou 1:100. Aprés le prélévement de petites portions pour 
la numération de plages, les dilutions ont été mélangées avec 
4 x 10° bacilles de la souche B. Les mélanges ont été mis a 37° 
pendant dix minutes, et centrifugés pendant dix minutes A 


Séne | 


Série Ill 


E 


Activité de bacilles en coupsinin 
D 


° 10% 80 60 40 20 
Survie de phages 


Fic. 1, — Radio-activité des bacilles aprés contact avec Je phage marqué et neutralis4. 


3000 tours. Aprés l’évaporation des dépots, leur radio-activité a 
été mesurée. 


SériE III (phage neutralisé + bacille résistant). — Les phages 
neutralisés a différents degrés comme dans la série I ont été mis 
en contact avec des bacilles de la souche résistante au lieu de ia 
souche B. 


Série IV (phage non neutralisé + bacille résistant). — L’échan- 
tillon de phage a été dilué comme dans la série II. Les dilutions 
ont été mélangées avec des hacilles de la souche résistante. 

Les mélanges ont été centrifugés 4 3000 tours pendant quinze 
minutes. Les dépdts ont été soumis 4 la mesure de la radio- 
activité. Les résultats obtenus ont été consignés dans la figure 1. 
La radio-activité des bacilles résistants mis en contact avec les 
phages non neutralisés (série IV) a été trés faible. La radio- 
activité des bacilles résistants mélangés avec les phages neutra- 
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lisés (série III) a été légérement plus élevée. Aprés le contact 
avec des phages presque complétement neutralisés, la radio-acti- 
vilé des bacilles résistants s’est avérée extrémement élevée. On 
ne saurait interpréter ce fait en ce moment. La radio-activité des 
bacilles sensibles infectés par les phages frais dilués en série 
(série II) a été simplement proportionnelle a la concentration 
de phages. Les bacilles sensibles mis en contact avec les phages 
neutralisés presque 100 p. 100, 88 p. 100 ou 60 p. 100 (série 1) 
ont montré une radio-activité élevée. Leur radio-activité a été 
égale a celle des bacilles mélangés avec le phage qu’on avait 
traité par du sérum normal. 

Bien que les phages presque complétement neutralisés semblent 
se fixer aussi bien sur les bacilles résistants que sur les bacilles 
sensibles, les phages neutralisés 4 des degrés moins élevés ne 
s’attachent qu’en proportion faible aux bactéries résistantes. Au 
contraire, ils semblent étre bien adsorbés par les bacilles sensibles. 
En d'autres termes, Vimmunsérum anti-T2 peut inactiver le 
phage T2 en respectant son pouvoir de se fixer sélectivement 
au bacille de la souche B. 


INFLUENCE DE L’IMMUNSERUM ANTI-12 SUR L’EFFET GERMICIDE 
DU PHAGE T2 INACTIVE PAR LE CHOC OSMOTIQUE. 


Il est bien connu que le phage T2 inactivé par des rayons ultra- 
violets peut garder les propriétés biologiques suivantes : 1° inter- 
férence ; 2° restauration par infection multiple ; 3° bactériolyse 
sans multiplication de phage; 4° inhibition de la formation de 
colonies. 

En ce qui concerne le phage neutralisé, nous avons constaté que 
le phage T2 inactivé par Vimmunsérum spécifique ne garde 
aucune des propriétés mentionnées [4]. 

I] est admis que le phage inactivé par le procédé dit du choc 
osmotique reste capable de se fixer au bacille sensible pour 
inhiber la formation de la colonie. Nous avons examiné l’influence 
du sérum anti-T2 sur le pouvoir germicide du phage T2 en forme 
dite de fantéme. L’inactivation du phage par le choc osmotique 
a été praliquée comme suit: on a partiellement purifié le lysat 
bactériophagique d’une culture de colibacille B en le centrifugeant 
a deux reprises pendant trente minutes 4 25000 tours. On a 
ajouté 4 la suspension bactériophagique un volume double de 
solution de NaCl 4 6 M. Au bout de dix minutes, on y a ajouté 
brusquement de l’eau distillée 4 un volume égal a cinquante fois 
le volume de la suspension phagique. Le titre du phage est ainsi 
lombé au centiéme. 

Une portion d’un lysat a été soumise au choc osmotique, et 
autre portion a été simplement diluée au centiéme. Les portions 
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ont été traitées par l’immunsérum anti-T2. On a mélangé le 
bacille avec le phage frais ou neutralisé, ou avec le fantome frais 
ou traité par de l’immunsérum. Les mélanges ont été mis a 37° 
pendant dix minutes. On a effectué la numération de plages et de 
colonies. Les résultats obtenus ont été résumés dans le tableau I. 


TaBLEAu I. — Pouvoir germicide du fant6éme 
traité par le sérum antiphagique. 


NOMBRE DE PHAGES 
actifs contenus 
dans les matériels 


MATERIELS PHAGIQUES 
mélangés avec 210’ bacilles 


NOMBRE 
de colonies produites 


4107 particules de phage 
frais’ =: 4x10? 2,4x10° 
4x 107 particules de phage 
soumis au choc osmo- 
tigue .. 6x 104 10,9X10° 
4x10? particules de phage 
traité par le sérum 
anti-12° = 2 = 2,5x104 433 410° 
44107 particules de phage 
soumis au choc osmo- 
tique, traité par le 
Serummanvicln, = 156 x 10° 
Bouillon . = hae serte 143 x 410° 


Nous avons ainsi trouvé que le sérum anti-T2 enléve le pouvoir 
germicide du phage T2 soumis au choc osmotique. 


INFLUENCE DU SERUM ANTI-[2 
SUR L’ ACIDE NUCLEIQUE DU PHAGE T2. 


NEUTRALISATION ET CHOC OSMOTIQUE. — Quand le phage s’ad- 
sorbe sur la bactérie héte ou sur le fragment bactérien, 11 
émet son acide nucléique. Les anticorps neutralisants provoque- 
raient-ils, pour inactiver le phage, l’émission de l’acide nucléique 
du phage? Ou bien, les anticorps stabiliseraient-ils Jl acide 
nucléique du phage en sorte qu’il devient résistant au choc osmo- 
tique ? En vue de répondre a ces questions, nous avons soumis 
les phages marqués avec le **P aux traitements suivants : (1) Le 
phage n’a pas été neutralisé. Le choc osmotique n’a pas été 
donné. (II) Le phage n’a pas été neutralisé. I] a été soumis au 
choc osmotique. (III) On a complétement neutralisé le phage, en 
le mettant en contact avec un excés d’immunsérum antiphagique 
a 87° pendant deux heures. Le choc n’a pas été donné. (IV) Le 
phage a été neutralisé et soumis au choc osmotique. 

Une portion de chaque échantillon a été soumise a l’action de 
la désoxyribonucléase, |’autre portion n’ayant pas été ainsi traitée. 
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Les portions ont été traitées par l’acide trichloracétique 4 5 p. 100 
et centrifugées. La radio-activité des surnageants et des dépdts 
a été mesurée au compteur de Geiger-Miller. [Le tableau IT enre- 
gistre la radio-activité obtenue en pourcentages. 


Tableau II. — Influence du sérum anti-T2 
sur l’acide nucléique du phage T2. 


I Il Ill lV 
é . Non neutralisé | Non neutralisé | Neutralisé | Neutralisé 
CORD TNONES) UP SERRE IOI ee Pas de choc Choc Pas de choc Choc 
p- 100 p- 100 p- 100 p- 100 


Traité par le ferment : 
Surnageant. . 
Dépot itn ome) Ate Gut 
Non traité par le ferment : 
Surnageant. 


Le résultat obtenu par le traitement III nous indique que |’action 
inactivante du sérum antiphagique ne consiste pas 4 provoquer 
Vémission de l’acide nucléique. Par le résultat obtenu aprés le 
traitement IV, nous avons trouvé que la neutralisation du phage 
ne stabilise pas l’acide nucléique contre le choc osmotique. 


CoMPORTEMENT DE L’ ACIDE NUCLEIQUE DU PHAGE NEUTRALISE. — 
Il est généralement admis qu’a la suite de l’adsorption du 
phage T2 frais par le bacille sensible vivant, la fraction acide 
nucléique du phage pénétre dans le corps bactérien et que, dans 
le cas de ladsorption par le bacille tué par la chaleur, l’acide 
nucléique devient sensible a l’action de la désoxyribonucléase {5}. 
En vue de connaitre le comportement de Vacide nucléique du 
phage neutralisé lors de l’adsorption par le bacille, nous avons 
effectué une série d’expériences en utilisant des phages marqués 
par le phosphore radio-actif. 

Nous avons préparé les mélanges suivants: 1° 4,1 x 10° bacilles 
vivanis + 5,2 x 10° phages actifs; 2° bacilles vivants + phages 
neutralisés ; 3° bacilles tués + phages actifs; 4° hacilles tués 
+ phages neutralisés. 

Ces mélanges ont été mis 4 37° pendant cing minutes. Une 
portion de chaque mélange a été centrifugée quinze minutes a 
3500 tours 4 la température de 0°. A une autre portion a été 
ajouté de Vacide trichloracétique 4 5 p. 100. Au bout de cing 
minutes, la portion a été centrifugée. Une troisiéme portion a été 
soumise 4 l’action de la désoxyribonucléase & pH 7,2 en présence 
de sulfate de magnésium 4 87° pendant trente minutes. Addition 
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dacide trichloracétique. Centrifugation. La radio-activité des sur- 
nageants et des dépdts a été mesurée. Le tableau III enregistre 
le pourcentage de la radio-activité. 


Tableau III. — Comportement de l’acide nucléique 
du phage neutralisé. 


BACILLE | BACILLE | BACILLE | BACILLE 


TRAITEMENT vivant vivant tué tué 
; : CENT J N °) o , 
du mélange bacille-phage BC ION Be ey a nee? 7 phase apie 


p- 100 p- 100 p- 100 p- 100 


Non traité _\ Surnageant 15 i - a 
|} Dépot 85 84 - 

Traité par CCICOOH . . .{ Sumageant | 6 90 ge | ot 
Day dses ferment, pi Ss t 18 14 55 47 
urnagean 2 ; 

par CCI,COOH. .. . } Dépot 82 86 45 83 


En examinant le tableau, on s’apercoit qu’aprés l’adhérence du 
phage neutralisé au bacille tué, l’acide nucléique du phage reste 
résistant a action enzymatique, tandis qu’aprés ladsorption du 
phage actif par le bacille tué, l’acide nucléique se décompose 
sous l’action du ferment. Chez le bacille vivant, l’acide nucléique 
du phage neutralisé ne se montre pas sensible a l’action du 
ferment. En vue de savoir si l’acide nucléique demeure dans la 
particule du phage neutralisé ou bien s'il pénétre dans le corps 
bactérien, nous avons essayé de détacher mécaniquement les 
phages neutralisés une fois adsorbés par des bacilles vivants. 
4,8 x 10° bacilles vivants et 8,3 x 10° particules de phages actifs 
ou neutralisés ont été mélangés. Les mélanges ont élé mis a 37° 
pendant cing minutes et centrifugés quinze minutes 4 3 500 tours. 
Le dépét a été remis en suspension pour étre soumis au Waring- 
blendor refroidi (10000 tours/minute) pendant cent cinquante 
secondes. La suspension a été centrifugée pendant quinze minutes 
& 3500 tours. La radio-activité des ‘surnageants et des dépdts 
a été mesurée, et en voici le pourcentage. 


BACILLE + PHAGE ACTIF BACILLE -+ PHAGE NEUTRALISE 
Liquide surnageant . 27 p. 100 77 p. 100 
Depdtn chee cecs,: 73 p. 100 23 p. 100 


I] en ressort qu’aprés la fixation du phage neutralisé sur ie 
bacille vivant, l’acide nucléique reste dans la particule de phage 
sous la forme résistanle a l’action de la désoxyribonucléase. 
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REVERSIBILITE DE L’ADSORPTION DU PHAGE NEUTRALISE. 


Les données décrites plus haut nous suggérent que le mode 
d’adhérence du phage neutralisé différe de celui du phage actif ou 
inactivé par des moyens physiques ou chimiques. Nous avons 
essayé de comparer le taux d’adsorption ainsi que la réversibilité 
d’adsorption des phages aclif et neutralisé sous diverses pres- 
sions osmotiques. A cet effet, nous avons préparé des suspensions 
de phages marqués et de bacilles vivants avec du NaCl a diffé- 
rentes concentrations (M/10, M/25 ou M/50). On a mélangé 
5,7 x 10° bacilles vivants et 1,4 x 10° particules de phage frais 
ou neutralisé 4 84,7 p. 100. Les mélanges ont été laissés a 37° 
pendant cing minutes, et centrifugés quinze minutes a 3 500 tours 
a la température de 0°. Nous avons mesuré la radio-activité des 
liquides surnageants et des dépdts. Les dépdts ont été remis en 
suspension dans de leau distillée et laissés 4 2° pendant dix 
minutes. Ils ont été centrifugés quinze minutes a4 3 500 tours/mi- 
nute. [La radio-activité des surnageants et des dépdts a été mesurée. 
Le tableau IV consigne la radio-activité (en pourcentage) de tous 
les échantillons. 

Garen et Puck [6] ont montré que des concentrations élevées 


Tableau IV. — Réversibilité de l’adsorption du phage neutralisé. 


TAUX TAUX 
d’adsorption d’élution 
p- 100 p- 100 


CONCENTRATION SUE 
de NaCl 


actif Di 72 


neutralisé 4A 73 
actif 26 80 
neutralisé 40 69 
actif 94 4 
neutralisé 7A 68 


de NaCl favorisent l’adsorption irréversible du phage T2. En 
effet, dans la solution de NaCl au M/10, le taux d’élution du 
phage frais adsorbé par le bacille n’a été que de 4 p. 100. Dans 
les mémes conditions, le taux d’élution du phage neutralisé a été 
de 68 p. 100. Nous avons ainsi conslaté que, sous une pression 
osmotique suffisamment élevée pour l’adsorption irréversible du 
phage actif, le phage neutralisé n’est adsorbé que d’une maniére 
réversible. 

EssaIl DE NEUTRALISATION DU PHAGE 

UNE FOIS ADSORBE PAR LE BACILLE. 


ll est généralement admis qu’une fois adsorbé par le bacille 
héote, le phage résiste a l’action neutralisante de 1l’immun- 
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sérum [7]. Le phage serait-il réfractaire a l’action inactivante du 
serum spécifique dés le début, au cours de I|’évolution de l’infec- 
tion bactériophagique ? ‘L’infection bactériophagique évolue avec 
une rapidité trop grande pour préciser le moment ow le phage 
ne se montre plus sensible a l’action de l’anticorps. A cet effet, il 
faudrait artificiellement ralentir l’évolution de l’infection ou bien 
Varréter 4 un certain stade. En opérant sur le systeéme bacille- 
phage a basse température, nous avons essayé de ralentir |’évo- 


Schéma de l’essai de neutralisation du phage 
adsorbé a basse température. 


8 
1 x 10% bacilles + 5,4 x 10 phages 


Laissé A 2° pendant 3 minutes 


Dilué au milliéme Sérun antiphagique Centrifugé 15 minutes 
Laissé & 37° dilué au demi é 3.000 tours 
pendant 5 minutes ajoute 
Depoy 
Sérum antiphagique Laissé a 2° (2,0 x 10° phages actifs) 
dilué au 1:20 pendant 15 minutes 
ajouté (8,0 x 107 phages actifs) Eau distillée 


ajoutée 


Centrifugé 15 minutes 1 
& 3.000 tours Laissé a 2° 
pendant 10 minutes 


Dépot J 
(an ex 108 phages actifs) Centrifuge 15 minutes 
& 3.000 tours 


Surnageant 
(1,2 x 108 phages actifs) 


lution de l’infection pour déterminer si le sérum spécifique est 
capable de neutraliser le phage T2 une fois adsorbé par le coli- 
bacille B. 

Les suspensions bactérienne et phagique ont été refroidies préa- 
lablement. On a mélangé 1 x 10° bacilles et 5,4 x 10® phages. 
Le mélange a été laissé a 2° pendant trois minutes. 

Pour examiner le taux d’adsorption, une portion du mélange 
a été diluée au millicme et laissée 4 37° pendant cinq minutes. 
Les phages non adsorbés ont été éliminés par Vaddition de 
Vimmunsérum spécifique dilué au vingtitme. Par |’étalement de 
dilutions du mélange, on a trouvé 2,1 x 10* centres infectants. 
C’est ainsi que nous avons obtenu un taux d’adsorption de 
39 p. 100. 

Une autre portion du mélange a été trailée par du sérum anti-T2 
refroidi. On a mélangé la portion avec du sérum dilué au demi. 
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Aprés un séjour de quinze minutes a 2°, le mélange a été étalé 
pour la numération des plages. On a trouvé 8,0 x 10’ phages 
actifs. Nous avons ainsi constaté que les phages adsorbés a basse 
température ont été neutralisés & 62 p. 100. En ce qui concerne 
le phage libre, nous avons trouvé, dans des expériences prélimi- 
naires, que le traitement de quinze minutes a 2° du phage libre 
par notre sérum dilué au demi fait tomber le titre du phage de 
10% eaels i 

Or, l’adsorption réalisée a la température de 2° serait-elle irré- 
versible ? Une portion du mélange bacille-phage a été prélevée, 
apres un séjour de trois minutes a 2°, pour étre centrifugée a 0° 
4 3000 tours pendant quinze minutes. Le dépét (2,0 x 10* phages) 
a été remis dans de l’eau distillée refroidie et laissé 4 2° pendant 
dix minutes. Aprés une centrifugation de quinze minutes 4 
3.000 tours, le surnageant a été étalé pour la numération des 
plages. On a retrouvé 1,2 x 10* phages actifs. Nous avons ainsi 
obtenu un taux d’élution de 58 p. 100 (schéma). 

Ces résultats suggérent que le sérum antiphagique peut neutra- 
liser le phage adsorbé par le bacille héte d’une maniére réversible, 
mais non pas le phage adsorbé d’une maniére irréversible. 


INFLUENCE DE L IMMUNSERUM SATURE PAR LE PHAGE 12 
SOUS LA FORME DITE DE « DOUGHNUTS ) 
SUR L ADSORPTION REVERSIBLE DU PHAGE T2 PAR LE COLIBACILLE J. 


Etant donné que l’immunsérum utilisé doit contenir diverses 
sortes d’anticorps, l’adsorption réversible du phage traité par le 
sérum antiphagique pourrait étre attribuée 4 laction d’anticorps 
autres que les anticorps neutralisants. 

Pour élucider ce point, nous avons examiné l’action de l’immun- 
sérum saturé par l’antigéne phagique fixant le complément. 
L’échantillon de « doughnuts » a été préparé suivant le procédé 
de de Mars et ses collaborateurs [8]. Les particules completes de 
phage contenues dans l’échantillon ont été éliminées par le traite- 
ment de quinze minutes 4 37° avec des colibacilles B. Le titre 
de Véchantillon dans la réaction de fixation du complément a 
correspondu a celui du phage actif au titre de 10??. 

On a mélangé 1 ml de sérum anti-T2 non dilué, 2 ml d’échan- 
tillon de « doughnuts » et 7 ml de tampon phosphaté (M/100). 
Le mélange a été laissé 4 37° pendant une heure, puis a la glaciére 
pendant quarante heures. Il a été centrifugé 4 30000 tours pen- 
dant trente minutes. Le traitement a fait tomber le titre du sérum 
dans la réaction de la fixation du complément de 320 a 20. En 
ce qui concerne le pouvoir neutralisant du sérum, la valeur de K 
est tombée de 26 a 9,6. 

Les phages marqués avec le **P ont été neutralisés a différents 
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degrés par le sérum originel ou saturé avec des « doughnuts ». 
Les phages ainsi neutralisés ou simplement dilués en série ont 
été mis en contact avec les bacilles sensibles A 37° pendant dix 
minutes. Aprés centrifugation 4 3 000 tours pendant dix minutes, 
les dépots ont été soumis a la mesure de la radio-activilé (fig. 2). 

Comme on le voit dans la figure 2, l’adsorption du phage par 
le bacille n’a été inhibée ni par le sérum originel ni par le sérum 


18005 


1500 


s 4---4 Phage neutralisé par 
@ le serum originel 
\ 
1200 AS | Phage neutralisé par 
x le sérum saturé 


e—-* Phage simplement dilué 


900 


600 


Radio-activité de bacille en coups min. 


300 


20 40 60 80 100 % 
Survie de phage 


Fic. 2. — Adsorption du phage neutralisé par le sérum saturé avec des « doughnuts ». 


saturé. Contrairement aux résultats des expériences prélimi- 
naires [9], nous n’avons pas obtenu d’évidence de l’intervention 
d’anticorps fixant le complément dans |’adsorption réversible du 
phage. 


Discusston. 


En utilisant le phage marqué avec le phosphore radio-actif, 
nous avons trouvé que le sérum antiphagique n’empéche pas 
l’adsorption sélective du phage par le bacille sensible. 

Or, la nature de l’adsorption du phage neutralisé serait-elle 
identique a celle de l’adsorption du phage actif? Il est eénérale- 
ment admis que l’adsorption du phage aclif ou inactivé par des 
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moyens physiques ou chimiques exerce une influence importante 
sur la physiologie du bacille héte. Dans le cas du phage neutralisé, 
nous n’avons trouvé aucune influence de |’adsorption sur la fonc- 
tion du bacille. Ces faits nous ont conduits 4 nous demander si la 
nature de ladsorption du phage neutralisé ne differe pas de celle 
du phage actif ou inactivé par d’autres moyens. En mettant le 
complexe du bacille et du phage neutralisé dans de l’eau distillée, 
nous avons examiné la réversibilité de l’adsorption. Il a été trouvé 
que dans les conditions ou le phage actif s’adsorbe d’une maniére 
irréversible, le phage neutralisé ne s’attache au bacille que de 
facon réversible. D’ailleurs, quand nous avons essayé de neutra- 
liser le phage une fois adsorbé par le bacille 4 basse température, 
le taux de neutralisation s’est montré du méme ordre que celui 
de l’élution au moyen de lau distillée. 

Ces résultats nous ont conduits aux réflexions suivantes : une 
adsorption sélective du phage par le bacille n’est pas toujours une 
adsorption irréversible. Une adsorption réversible n’est pas néces- 
sairement une adsorption non sélective. D’aprés Puck [40], 
Vadsorption du phage par la particule de résine provoque |’émis- 
sion de l’acide nucléique. Ce fait indique qu’une adsorption méca- 
nique peut étre une adsorption irréversible. 

En ce qui concerne le phage neutralisé, son adsorption semble 
sélective, mais réversible. En d’autres termes, le sérum anti- 
phagique inhibe Vadsorption irréversible du phage par le bacille 
hote. 

SUMMARY. 


There is selective fixation on E. coli B of bacteriophage T2, 
inactivated by anti-T2 serum. We are however in presence of 
a reversible fixation, irreversible fixation of bacteriophage being 
inhibited by specific serum. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A LINSTITUT PASTEUR EN (955 


par R. BEQUIGNON et GC. VIALAT (°*). 


Unstitut Pasteur.) 


1° Personnes traitées : 


482 personnes se sont présentées a la consultation du service des 
vaccinations antirabiques. A 77 le traitement a été conseillé. 


2° Méthode de traitement : 


La méthode employée est la méthode des vaccins phéniqués 
(Fermi). Emulsion 45 p. 100 de matiére cérébrale de mouton suc- 
combant au virus fixe, dans l'eau physiologique phéniquée 
a 1p. 100. On emploie exclusivement pour la préparation du 
vaccin de jeunes moutons en bon état de santé, d’un poids moyen 
de 42 kg, dont l’encéphale pése environ 80 g. Aprés inoculation 
intracérébrale, ils sont sacrifiés le huitiéme jour, et leur encéphale 
extrait; aprés contréle de virulence et de stérilité les cerveaux 
sont broyés et 5 parties de broyat de cerveau sont émulsionnées 
dans 100 parties d’eau physiologique phéniquée a 1 p. 100, puis 
la suspension est placée vingt-quatre heures dans une étude 
a 22° C, avant d’étre mise en ampoules. Les ampoules de vaccin 
sont conservées pendant une semaine a la température de 2° © 
4 5° C, avant d’étre livrées. Chaque jour, les sujets en traitement 
recoivent une ampoule de 5 ml (demi-dose pour les enfants) par 
vole sous-cutanée au niveau de la région péri-ombilicale. ‘Le trai- 
tement a une durée de quinze, vingt ou trente jours selon le sige 
et la gravité des morsures. 

Le virus fixe utilisé représentait, le 31 décembre 1955 
le 1941° passage de la souche isolée par Pasteur le 19 no- 
vembre 1882 et employée pour la vaccination a partir du 90° pas- 
sage lors de la création du service de vaccination antirabique, rue 
d’Ulm. La souche est entretenue sur lapin. 

Le controle de la valeur antigénique du vaccin antirabique phé- 
niqué est effectué sur lapin selon une épreuve publiée antéricure- 
ment (R. Béquignon et C. Vialat [1)). 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1956. 
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Depuis le 25 février, l’approvisionnement en sérum antirabique 
purifié permet l’usage de cette prophylaxie, dans les morsures 
récentes. La vaccination est, par prudence, mise en ceuvre a la 
suite de cette prophylaxie dans les cas de suspicion de rage. Dans 
les cas ott la suspicion de rage est peu probable et permet 
d’attendre la lecture des coupes histologiques du névraxe de |’ani- 
mal mordeur, le sérum seul a été utilisé pour la prophylaxie. 


3° Répartition des personnes trailées d’aprés le territoire sur 
lequel elles oni élé mordues : 


Afrique Equatoriale Francaise. . . 4 
Afrique Occidentale Francaise 4 
Algérie . . 4 
Allemagne. . . 2 
Cameroun. . eee MOMS POM ae teres win eo. ceo tt 
France: 3) seg yc i is Pt se ee op ete ee 


4° Répartition des personnes traitées suivant l’animal mordeur : 


Chiens des propriétairesiconnis yew en 
Chienserrants! 5 295 eee Pus bs ueey eee eee are) 
Chatsverrants: 0 end. > os ett chee cere “th ae aes 


5° Répartition des personnes trailées d’aprés les preuves de 
rage chez l’animal mordeur. 


Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
avec le cerveau ou par examen histologique. 


Catégorie B. — La rage de |’animal mordeur a été constatée 
par examen vétérinaire. 


Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 


Catégoriew@Aven mene 
Catégorie B. . 
Catégorie C. . . 


me DLO 


~~) 


Les névraxes de 141 animaux ont été examinés par le service 
des vaccinations antirabiques. Cent vingt-sept fois les commémo- 
ralits de la morsure de l’animal et l’examen histologique du sys- 


teme nerveux nous ont autorisés a arréter le traitement chez les 
personnes mordues. 


Les principes généraux qui ont dicté cette décision ont été rap- 
pelés dans un rapport précédent [2]. 


6° Répartition des personnes traitées d’aprés les caractéres de 
la morsure : 


Profondes. . 


: 34 
Superficielles . . 


43 


VACCINATIONS ANTIRABIQUES A L’INSTITUT PASTEUR 655 


° Répartition des personnes traitées suivant que les vélements 
ont été interposés ou non: 


POPU ET Or etek aren oe heey nnn oe ott oe a ee 49 


8° Répartition des personnes traitées d’aprés le siége de la 
morsure : 


4 UG) Rot ila pr arn eee pac Ratreah Rca nae: rene aera ae atl ie. Ra Cen, Soe 7 
Membresisuperleursa. acs: se) ae ear ee 4A 
ASG) AV oe ee Bek, a en, Seer Ne AU ee er ie. Jin Slay pees 4 
Membrestinféricurs’.) eo eae aes sa eee ee ee ee 5 Oe 


9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de jours 
écoulés entre la morsure et le traitement : 


ORS e a OWLS terran a) oe A ata st Keer ey pao ey ol Manet on ea 34 
Dae MIM OULS GS ee vc hyieeen 1 nc einer eMccn er uel ares, oat wer 23 
SEAM A OUTS. Meh sq chase lode ol ets mrcabeiys Bes; metry coca seucy ee ees 11 
JERR Le OMSIoe eye PEER col eMiein cme ime) ae See ieee 5 
plustdey2te (OULS is 2p cet een ene at ak 2 atrecuen me aes 4 


10° Répartition par départements des personnes mordues en 
France métropolitaine : 


Wures.es ues MP uy-de=D Omen, 06. seer ee oe 4 
Finistére . . arp datouiee (oe Gs adam og aos ee oe 4 
Indre-et-Loire. : 1 | Sadne a a ee ae : 
Loive-Inférieure. .... 4 ‘ ATES Ue Meror yates cea sane or ke 2 
fn a : be a 1 Seine YOU S 5 0 o 6 é 16 
NMOrM@s %. es ee 4 Seine-Inférieure ......... 2 
Meurthe- et-Moselle 4 Seine=et-Olses =. 4 4  & Gs ee 2 
Moselle: « . .-. 2 SOMMIG Hen eine Ero ot! 
OUSG eee seme bop pe, on eae 8 


Le tableau ci-joint indique les résultats des vaccinations anti- 
rabiques depuis la mise en application de la méthode phéniquée. 


années [PERSONNES CATEGORIE | CATEGORIE CATEGORIE ne ces| MORTALITE| 


(1) 2) 3) 


(1) Vaccin antirabique phéniqué seul. 
(2) Sérum antirabique + vaccin antirabique phéniqué. 
(3) Sérum antirabique seul. 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 94, n° 5, 1956. 45 
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Le service antirabique a, en outre, fabriqué pendant 
Pannée 1955 : 

45 1 de vaccin antirabique phéniqué a usage humain et 

230 1 de vaccin 4 usage vétérinaire. 


11° Mesures prises en vue de suivre l’évolution des cas traités 
pendant six mois au maximum. 
Les médecins sont priés de nous tenir au courant des acci- 
dents qui pourraient se produire pendant les six mois qui suivent 
le traitement. 


12° Accidents paralytiques : Néant. 
13° Décés : Néant. 
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DEVELOPPEMENT 
DU VIRUS GRIPPAL ET pH DU LIQUIDE ALLANTOIQUE 


DE L’HUF EMBRYONNE 


Vi. — ETUDE DE LA REMONTEE DU PH pu LIQUIDE INFECTE 
APRES ACIDIFICATION PAR LE CITRATE D’AMMONIUM 


par B. FAUCONNIER (*). 


(Institut Pasteur, Centre National de la Grippe, 
Service de M. R. Dusarric ve 1a Riviire) 


Au premier paragraphe de cet ensemble d’articles sur !es rap- 
ports entre la multiplication du virus grippal dans la cavité 
allantoique de l’ceuf embryonné et les variations concomitantes 
du pH du liquide (Fauconnier {4, 2}), il a été mis en évidence que : 

1° Le développement du virus était nul ou trés tardif quand 
la souche était inoculée dans un liquide allantoique trop acide 
(pH inférieur 4 5,7) tel qwil en existe dans des ceufs embryon- 
nés normaux a partir du treiziéme au quinziéme jour d’incubation. 

2° La multiplication active du virus, lorsqu’elle se produisait 
dans des liquides 4 pH compris entre 5,7 et 7, était inévitable- 
ment accompagnée d’une remontée, facilement décelable, du pH 
de ce liquide. 

Ce sont ces deux phénoménes qui seront repris ici d’une maniére 
a la fois plus détaillée et légérement différente, car ils nous 
paraissent importants du point de vue de la biologie du virus 
erippal. 

Il ne sera pas fait usage, comme précédemment, d’ceufs Agés, 
mais d’ceufs relativement jeunes (onze jours d’incubation) dont 
le liquide allantoique aura été artificiellement acidifié au moyen 
de sels d’ammonium. Il a été en effet montré récemment (Fau- 
connier [8]) que les sels d’ammonium et en particulier ceux de 
acide citrique et de l’acide succinique sont capables, par injec- 
tion dans la cavité allantoique d’ceufs embryonnés de onze jours, 
d’inhiber totalement la multiplication virale 4 certaines doses non 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1956. 
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toxiques, par le seul fait qu’ils abaissent le pH du liquide 
allantoique a une valeur voisine de 5,7, incompatible avec le 
développement du virus. En employant des doses plus faibles 
de sels d’ammonium, on peut obtenir, dans des ceufs de onze 
jours, toute une gamme de liquides dont le pH se situe entre 
5,7 et 7, et voir ainsi dans quelle mesure le pH remonte au 
moment ot le virus inoculé se développe. 


MATERIEL UTILISE. 


Virus grippal : une souche de virus A-PR8, entretenue régu- 
ligrement sur ceuf en laboratoire, et dont le titre infectant sur 
ceuf (DI,,) est de 10—*° environ. 

OEufs embryonnés : ceufs de poule de race Leghorn incubés a 
la température de 88,5° C pendant onze jours. 

Globules rouges: hématies de poule provenant de sang 
recueilli sur citrate et lavées trois fois. Suspension a 0,5 p. 100 
en eau physiologique ClNa 8,5 p. 1 000. 

Mesure de pH: toutes les mesures ont été faites avec le 
pH-métre électrique Heito muni d’une micro-électrode de verre 
permettant des examens sur moins de 0,5 ml de liquide. 

Citrate d’ammonium : l’unique sel d’ammonium utilisé ici est 
le citrate di-ammonique de formule : 


NH,CO, — CH, — C — CH, — CO,NH, 
Lf 
OH COQH. 


Le pH de la solution au 1/10 est de : 5. 


N. B. — Nos expériences ont porté sur plusieurs dizaines d’ceufs. 
Par souci de clarté et a titre d’exemple, nous ne donnerons que 
les résultats obtenus avec quinze ceufs parmi les plus typiques. 


EXPERIMENTATION. 


Des ceufs embryonnés de onze jours sont inoculés par voie 
allantoique avec 100 doses infeclantes d’une souche de virus 
grippal A-PR8. Aussit6t aprés, les ceufs recoivent par la méme 
voile 60 mg de citrate d’ammonium sous le volume de 2 ml. 
Les ceufs sont ensuite placés 4 la température de 38,5° C et ponc- 
tionnés individuellement a vingt-quatre, quarante-huit, soixante- 
douze, quatre-vingt-dix et cent trente-huit heures aprés inocula- 
tion. Au cours de chaque ponction, on retire de l’ceuf 0,5 ml de 
liquide allantoique pour la détermination du pH et 0,1 ml pour 
le titrage hémagglutinant. 
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R&surats. 


On constate les faits caractéristiques suivants : A’ toute multi- 
plication du virus décelable dans le liquide par hémagglutination, 
correspond une augmentation du pH de ce liquide (tableau I). 


Tasieau I. 

Oeufs 24 Hrs 48 Hrs 72 Hrs 96 Hrs 144 Hrs 
pH HA pH HA pH HA pH HA pH HA 
af 6,5 320 7,1 1940] 7,3 I280 7,4 I280} 7,4 640 
2 55? 0 5,7 0 5,7 0 5,7 0| 6,6 1280 
3 6,4 160 Y) 960 | 7,5 280] 7,5 320 | 7,4 160 

4 5,7 0 5,7 ) 5,7 ) 5,7 o| 5,7 re) 
5 5,7 0 5,8 ) 5,9 240| 6,4 240] Mort ...... 
6 6,5 640 7 960 | 7,2 2560 9 2560| 7 1280 
7 5,8 0 5,8 0 5,7 0 Bi? Ol) Boz 320 

an | 5,7 0 5,7 o | 5,7 a | Soy o| 5,7 0 
9 6,4 320 ase 1280] 7,6 2560 7,8 26 Of) SULOT Gi veleierelete 
Io fi 1920 7,3 3840} 755 2560 7,8 2oo OF Mort) wi. . 
II 6 140 6,4 320 | 5,9 120] 5,8 Ol Morty esecce 

To" | 5,8 0 5,7 0 5,7 0 5,7 Ol) Byy 0 
TS 6,6 320 7 960 Tse 1280 7,3 64Q Mort ececcee 

14 5,8 0 5,8 0 6,8 640] 7,4 32d 7 160 

15” |] 5,7 ) 5,7? 0) 5,7 ) 5,7 o| 5,7 0 


"oeufs non représentés sur le graphique. 


Ce phénoméne est absolument constant. On remarque de plus 
que si le taux de remontée du pH n’est pas directement propor- 
tionnel au taux de multiplication du virus, il existe tout de méme 
une relation étroite entre eux. Une faible multiplication virale 
donnera une remontée légére du pH, et une multiplication trés 
active du virus aménera une augmentation importante du pH. 
De telle maniére que si, sur un graphique, on fait correspondre 
un titre hémagglutinant nul 4 un pH de 5,8, et un titre de 5 120 
a un pH de 7,4 on obtient dans le temps des courbes de multi- 
plication et de pH trés voisines pendant la période de développe- 
ment actif du virus (fig. 1). 

D’autres constatations intéressantes peuvent étre faites : 

1° Le fléchissement de la courbe de pH est en général moins 
accentué que celui de la courbe de multiplication, mais il se 
produit constamment au méme instant. Autrement dit, lorsque la 
multiplication a atteint son maximum, le pH tend a son tour vers 
un maximum mais avec un léger retard. Et si on laisse évoluer 
lceuf A la température de 38,5° C de maniére que la destruction 
du virus amene une diminution du titre hémagglutinant, on 
observe souvent un abaissement concomitant du pH. Ce phéno- 
mene est particuli¢rement net lorsque multiplication et pH n’ont 
pas atteint de valeurs trop élevées, par exemple HA = 80 4 320 
et pH = 6,3 a 6,5 (ceufs n® 11 et 5). 
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2° D’autre part, les rapports entre multiplication active du 
virus et élévation du pH sont particuliérement nets dans les ceufs 
ot le virus ne s’est manifesté qu’au bout de quatre-vingt-seize 
heures de culture (ceufs n* 2 et 7). Pendant ce temps de latence 
considérable, pH et HA n’ont manifesté aucune variation notable, 
mais ils se sont mis a croilre vigoureusement au méme moment. 


3° Enfin dans les ceufs ot il n’a pas été possible de déceler la 
moindre multiplication (ceufs n° 4, 8, 12 et 15), le pH n’a pas 
varié : il est resté aux environs de 5,7. 


Discussion. 


Ces résultats concordent en tous points avec ceux obtenus pré- 
cédemment avec des ceufs embryonnés plus agés normaux n’ayant 
recu aucun produit acidifiant [4]. Que l’acidification préalable 
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soit naturelle (ceufs agés de quatorze ou quinze jours), ou artifi- 
cielle (ceufs jeunes : onze jours), on observe toujours, coucurem- 
ment au développement du virus, une augmentation du pH du 
liquide allantoique. Ce fait est remarquable car, bien qu’ignorant 
les causes réelles et complétes de l’acidification naturelle, on 
peut tout de méme penser que l’élévation du pH qui accompagne 
le développement du virus est un phénoméne d’ordre général. 
Il ne dépend pas de tel ou tel mécanisme d’acidification tres 
précis. Ceci nous améne 4a serrer de plus prés le probleme de 
cette remontée caractéristique du pH. Lors de nos premiéres 
études, nous avions émis plusieurs hypothéses : libération de 
protéines non virales a partir des cellules de la membrane chorio- 
allantoique, aprés attaque par le virus ? Libération de substances 
basiques non protéiniques ? Action toxique du virus sur l’em- 
bryon lui-méme avec perturbation consécutive du métabolisme, 
amenant une viciation des échanges ioniques entre Je sang et le 
liquide allantoique ? Quelques travaux ont été publiés concernant 
les différences quantitatives en certaines substances du liquide 
allantoique normal et du liquide allantoique infecté (Lomanto 
et coll. [4], Brieux [5], Parodi et coll. [6], Mittelman et coll. [7], 
Papalardo {8]). Ils ne peuvent expliquer complétement des varia- 
tions de pH aussi considérables. Les différences ne vont pas 
d’ailleurs toujours dans le sens d’une alcalinisation plus marquée 
des liquides infectés. 

C’est pourquoi, la premiére hypothése nous parait pour I’ins- 
tant la plus vraisemblable. La montée du pH est immédiatement 
proportionnelle a la libération du virus dans le liquide. C’est 
done bien un phénoméne hé directement a la multiplication virale 
dans les cellules mémes de la membrane chorio-allantoique qui 
bordent la cavité. Il pourrait s’agir d’une libération des protéines 
non utilisées pour la synthése du virus, et qui constitueraient les 
déchets de la cellule lysée. Amphotéres, ces protéines neutra- 
liseraient les acides du liquide en formant des complexes pro- 
téiniques. On sait déja (Kilbourne et Horsfall [410], Koch et 
coll. {44]) que la multiplication du virus s’accompagne d’une 
augmentation des protéines dans le liquide allantoique. Il pourrait 
s’agir d’acides aminés. Hannoun et Brieux [9] ont montré que leur 
libération était importante au cours de la lyse des cellules chorio- 
allantoiques en survie, et plus intense encore dans le cas ou le 
virus grippal se multiphait dans les cellules. D’ailleurs, la 
1remontée du pH ne dépasse jamais de beaucoup la neutralité. 
On observe des valeurs maxima de 7,5 & 7,8. Il semble que le 
liquide soit tamponné par les substances libérées. 

Un autre fait nous parait remarquable. C’est le rapport entre 
le pH du milieu et la capacité de multiplication du virus. Pour 
un pH allantoique voisin de 5,7, la multiplication du virus est 
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nulle ou trés lente, ainsi que nous l’avons montré a plusieurs 
reprises. Mais dés qu’une faible multiplication a leu, le pH 
augmente Iégérement. Le pH étant un peu plus élevé, la multi- 
plication s’accélére et retentit sur le pH. Et ainsi de suite. Si bien 
qu’on assiste a une sorte de réaction en chaine ot l'un et l’autre 
facteur favorisent mutuellement leur augmentation. 


R&eESsUME. 


Apres injection d’une quantité appropriée (50 a 60 mg par 
ceuf) de citrate di-ammonique dans le liquide allantoique de l’ceuf 
embryonné de onze jours, on constate, par la suite, une augmen- 
tation caractéristique du pH du liquide, chaque fois que le virus 
grippal, inoculé par la méme voie, se multiplie activement. Cette 
augmentation du pH est proportionnelle 4 la multiplication virale ; 
elle est d’autant plus forte que le virus se développe plus active- 
ment; elle peut n’étre que passagére et faible dans le cas d’une 
multiplication restreinte ; elle subit un retard correspondant au 
retard de la multiplication ; enfin elle manque dans les ceufs ou 
Ja moindre multiplication ne peut étre détectée par hémageglu- 
tination. 


Multiplication et pH semblent favoriser l’un lautre leur augmen- 
tation propre. 

Ces résultats sont tout 4 fait semblables & ceux obtenus précé- 
demment avec des ceufs plus 4gés (ceufs de quatorze ou quinze 
jours) dans lesquels le pH du liquide allantoique s’acidifie norma- 
lement en dehors de toute adjonction de substances acidifiantes. 


SUMMARY. 


After the injection of suitable acidifying amounts of ammonium 
citrate in the allantoic fluid of 11 days old embryonated eggs, 
a characteristic rise of the pH of the fluid can be observed, every 
time a steady growth of influenza virus, inoculated by the same 
route, occurs. 


There is a relationship between the pH rise and the virus mul- 


tiplication ; pH and multiplication seem to exert a mutual increa- 
sing effect. 


Data are quite similar to results previously reported using older 
embryonated eggs (14-15 days old) in which the pH of allantoic 
fluid normally drops without the adjunction of any acidifying 
agent. 

Hypothesis are advanced about the bio-chemical causal agents 
of pH increasing. 


— 
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ETUDE SUR LES SALMONELLA DU GROUPE D 
POSSEDANT LES ANTIGENES FLAGELLAIRES a : 1,5 


par L. Le MINOR (°*). 


(Institut Pasteur, Paris) 


A la suite de la publication de notre article [4] « Les variantes 
biochimiques de S. miami et S. sendai ; étude de l’antigéne a », 
le D™ Kauffmann nous a demandé de comparer la phase 2 des 
souches décrites avec un nouveau séro-type, S. wuerzburg, adressé 
en avril 1954 au D® Kauffmann par le professeur Prigge de Franc- 
fort [4]. A l'occasion de cette étude, nous avons complété notre 
travail précédent en étudiant les phases 2 des Salmonella de for- 
mule résumée 9,12 : a — 1,5. 

Les souches que nous avons utilisées dans l'étude sérologique 
de ce groupe sont les suivantes : 

S. sendai et S. miami de la collection du Centre international 
des Salmonella de Copenhague (D* Kauffmann). 

Une des deux souches de S. sendai, H,S +, isolées d’hémo- 
culture 4 Hanoi (Indochine) par le D™ Kirsche en 1951 et 1952 
(souche D). 

S. miami « atypique » 1/53, isolée par le D’ Huet de coproculture 
a l'Institut Pasteur de Tunis. Cing souches semblables nous ont 
été adressées par le D*™ Fossaert qui les a isolées de coprocultures 
a Maracaibo (Venezuela). 

Une des deux souches de S. miami « atypique » (135/53) isolées 
par le Dt T. Wiktor des os de bovidés de la région de Bambesa- 
Uelé (Congo belge). Ces souches nous ont été transmises par le 
D* Kauffmann. 

S. miami « atypique » CDC 1544/54 qui nous a été transmise 
par le Dt Edwards (U.S. A.). 

S. wuerzburg, regue du professeur Prigge (182/54). 

Salmonella 1/55 isolée par le D™ Pohn, le 31 janvier 1955, a 
Francfort-sur-le-Main des selles d’une malade présentant une 
entérite sévére [2]. 


CaRACTERES BIocHIMIQUES. — Ils sont rapportés d’une part dans 
notre premier article, d’autre part, dans le tableau VII. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1956. 
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Antickne H puase 1. — Nous ne rapportons ici que le complé- 
ment a ce qui a déja été publié (voir tableau I). 

En rajoutant S. 1/55 au sérum anti-S. 1/53 saturé par S. sendai, 
toutes les agglutinines sont saturées. 

En saturant le sérum anti-S. miami par S. 1/55, on a les mémes 
résultats qu’en saturant par S. 1/58. 


TaBieau I. 
Sérum anti S. 1/53 Sérum anti S. miami |Sérum anti-S. sendal 
(ay 72 (a, a az) saturé (a, ap ay) saturé 
saturé par 5. senda par S* 1/53 par S. miami 
(a, ao ay) (sy - (a, ag az) 
(a3) EY) (ay) 
2s oe ee 
S. 1/53 ph. 1 fo) fo) 
S. senda ph. 1 200-400 + 200 
S. miami ph. 1 800 200 f°) 
S. 1/55 ph. 1 800 ) ) 
S. woerzburg ph. 1 800 fe) fe) 
Tasteau II. — Saturation du sérum anti-S. wuerzburg phase 1. 


Suspensions 


Souches ayant 


servi ala 
saturation 


S. miami ph. 


S.sendaY ph. 1 


$.135/53 ph. i, 


8. 1544 ph. 1 


Sey 2/53. 


‘Le sérum anti-S. 1/53 est totalement saturé par S. wuerzburg 


phase 1 (tableau II). 
S. wuerzburg et S. 1/55 possédent donc des fractions antigé- 


niques de « a » idenliques a S. 1/55 et S. 1544 (a,, ag). 


Anticzkne H puase 2 (tableau III). — ‘Le sérum anti-S. 1/53 est 
complétement saturé par S. wuerzburg phase 2. 

Les agglutinations de S. miami, S. wuerzburg dans le sérum 
anti-S. wuerzburg saturé par S. 1/53 et S. 1/54 se présentant 
comme des agglutinations O, nous avons saturé par S. 1/53 et par 
S. 1/54 chauffés : les agglutinations ont disparu. 

Inversement, nous avons saturé dans un premier temps le sérum 
anti-S. wuerzburg par S. wuerzburg chauffée, afin d’enlever les 
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Tastrav Ill. — Saturation du sérum anti-S. wuerzburg phase 2. 


— 


S. S. 


Sie S. S. 
miant sendal | 135/53 


Ss. 
yuerzburg| sendal D 
——S— So — 


Suspensions 


Souches 
saturantes 


S. miami 


S. 135/53 3 


S. Ss. ; ae 3. : 

wuerzburg| 1/55 | 1544 | sendaY D| 135/53 1/33 miami | sendaf 
ph.2 ph.2 | ph.2 ph.2 ph.2 ph.2 ph.e ph.2 
(ABCD) (AB) 


Sérum anti-S.1/53 
+ S.sendaf ph. 2 
(Reste CD) 


Sérum anti-S. 3135 


+ $.135/53 ae 3200 3200 3200 800 fe) 3200 800 | koo 
(Reste BD) 


Sérun nia Se aloe 
+ S.1544 p ° fo) 0 fo) ° fo) fo) fo) 


sérum S.wmerzburg 


+ S.sendat ph. 2 3200 3200 | 3200 r) 400 3200 800 ) 
(Reste CD) 


Sérum S. wer sues 


+ $.135/53 3200 3200 | 3200 800 ° 3200 800 | 4oo 
(Reste eee 


Sérum S. rmaegiot 
+ 8.1544 2 ) ) 0) f°) ° () f°) fe) 


Dans cette expérience, les saturations n’ont pas été poursuivies, faute de sérum. 


agglutinines O. Nous avons ensuite saturé une partie par S. 1/58, 
lautre par S. 1/54 : les agglutinines ont été complétement saturées. 

Nous avons ensuite saluré les sérums anti-S. 1/53 et anti- 
S. wuerzburg par S. sendai, S. 135/53, S. 1544 et S. miami. Pour 
faciliter la compréhension des tableaux suivants, nous avons noté 
entre parenthéses les fractions des agglutinogénes ou des aggluti- 


nines que nous avons trouvées dans la phase 1,5 (tableaux IV 
eV): 


Discussion. — Les phases 1 de S. wuerzburg, S. 1/55 et S. 1544 
se comportent de fagon identique a celle de la souche S. 1/53, c’est- 


ETUDE SUR LES SALMONELLA DU GROUPE D 667 


TABLEAU V. 


S. 
wuerz-— 


br 
(aBOD) 


S. : Ss. 
154 135/53 


D 
(ABCD) (AC) 


-sendal (CD) 
135/53 (D) 


«miami 


135/53 (BD) 
-sendat (D) 
-miami 
-sendal (CD) 
135/53 (D) 
-miami 
135/53 (BD) 
-sendal (D) 
+ miami 


S.wuerzburg 
(ABCD) 


i-dire, en employant la dénomination employée dans notre premier 
article, qu’elles possédent les fractions antigéniques a, et a3. 


Les saturations croisées de la phase 2 montrent une hétérogénéilé 
de V’antigéne 1,5 des souches étudiées. 


Pour la commodité nous avons appelé ces fractions A, B, C, D. 


Les saturations croisées que nous avons effectuées nous ont 
permis de mettre en évidence ces quatre fractions, dont la frac- 
tion A est commune aux différents types. Il est probable que si 


TasLeau VI. 


Formule antigénique 


Culture sur milieu 
synthétique de Fukumi 


Dulcitol 

Arabinose 
Stern-glycerol 

Hos 
Ammonium-glucose .- 


d-tartrate 

jl- v 

j- w 

citrate de sodium 


mucate 


Le signe ++ pour le milieu de Stern 


lilas. 


S. sendaf 


Opie 


a, ap ak 
A,B 


+ 


signifie que le 


1,9),2e 
a) a2 a3 
A,B,C,D 


S. bambesa S. miami S.wuerzburg 


9,12 
a) 83 
A,B,C,D 


milicu prend une teinte 
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l’on effectuait le méme travail pour les antigénes 1,5 des autres 
Salmonella du tableau de Kauffmann-White, il serait nécessaire 
d’individualiser encore d’autres fractions. 

Possédent les fractions A, B, C, D: S. miami type; S. 1/53; 
S. 1 5444.5. 1/55 3S. wuerzburg. 

Possédent les fractions A,B: S. sendai type; S. sendai D 
(variante H,S positive). 

Possédent les fractions A, C : S. 135/58. 

Nous n’avons pas fait les saturations avec toutes les souches 
de ce groupe que nous possédons, mais les résultats des aggluti- 
nations de leurs phases 1 et 2 dans les sérums saturés nous per- 
mettent de dire que les 5 souches du Venezuela, identiques a 
S. 1/53 au point de vue biochimique, se comportent de la méme 
fagon quant a la sérologie de leurs antigénes a et 1,5. Il en est 


TasLeaAu VII. 


S. wuerzburg 


Adonitol 
Dulcitol 
Sorbitol 
Arabinose 
Xylose 
Rhamnose 
Maltose 
Salicine 
Inositol 
Lactose 
Saccharose 
Mannitol 
Glucose 


r+teeteeti 
(+te+rttni 


bebe 0 Uh lO UereG eet C 
i i (Us, Oe sal scams i +++ 
peso U0 Delensar aa rag 
uF ye Wale k ego <p $#$+1 
uF i Ch be et He 


Indole 
Stern a 


Tréhalose + + + 
Hes! -out + + 
Gélatine 


Ammonium-glucose 
Ammonium-citrate 


KNO + 
Voges-Proskauer - 
Rouge de méthyle + 
Uréase 


d-tartrate 


To n 
4i- . 
citrate 14 +1 +1 oul 


mucate 


SN a 
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de méme des 9 souches de S. miami transmises par le D? Edwards 
qui sont semblables 4 la souche du Centre International. Enfin 
la _deuxiéme souche du Congo belge (828/53) est semblable 
a 135/53. 

Nous avions, dans notre premier article, proposé de maintenir 
dans le schéma de Kauffmann-White les deux types S. sendai 
et S. miami, et d’appeler « variantes » les S. miami atypiques du 
point de vue biochimique et sérologique. Ceci maintenait la diffé- 
rence entre ces deux types de méme formule antigénique sim- 
plifiée, le premier se rapprochant par son absence de culture sur 
milieu synthétique et son pouvoir pathogéne de S. typhi et S. para- 
typht A, les seconds se rapprochant des Salmonella entériques. 
Cependant, I’. Kauffmann [8] estime que les souches sérologique- 
ment différentes des types connus doivent avoir un nom parti- 
culier, et il propose ceux de S. wuerzburg et S. bambesa pour les 
nouveaux sérotypes. 

Les caractéres différentiels entre les types (1) seront donc ceux 
exposés au tableau VI. 

Les résultats complets de l’étude biochimique [7] sont résumés 
dans le tableau VII. 


RESUME. 


L’ étude antigénique des phases 1 et 2 des Salmonella de for- 
mule simplifiée 9 : a - 1,5 permet d’individualiser deux types anti- 
géniques, en plus de S. senda et S. miami. F. Kauffmann propose 
d’appeler ces deux nouveaux sérotypes S. bambesa et S. wuerz- 
burg. Les formules antigéniques développées et les caractéres 
biochimiques de quatre sérotypes sont rapportés. 


SUMMARY. 


A study of the antigens of phases 1 and 2 of Salmonella, the 
simplified formula of which is 9 : a — 1,5 allows to individualize 
two new types of Salmonella different from S. sendai and 
S. miami. F. Kaufmann suggests to call these two new serolo- 
gical types S. bambesa and S. wuerzburg. The author reports 
the developed antigenic formula and biochemical characters of 
four serological types. 
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(1) Les résultats des fermentations des sels d’acides organiques nous 
ont été transmis par F. Kauffmann que nous remercions vivement. 


APPLICATION DE L’'HEMOCULTURE 
EN EMBRYON DE POULET (HEMO-OVOCULTURE) 
A LA SEPTICEMIE EXPERIMENTALE DU LAPIN 


par C. HANNOUN et J. VIGOUROUX (°). 


(Institut Pasteur. Service de M. R. Dusarric DE La RIvIERE, 
Laboratoire de M"® CaretcNne) 


Le diagnostic bactériologique de l’endocardite lente pose par- 
fois des problémes assez difficiles. Il existe des cas ot l’hémo- 
culture devient ou reste négative pendant une longue période de 
la maladie. Dans certains de ces cas, ot l’autopsie a permis une 
étude histopathologique, les lésions spécifiques et les germes eux- 
mémes ont été retrouvés dans le coeur. Ces échecs peuvent pro- 
venir du fait que les germes restent dans les foyers infectieux 
sans passer dans le sang ou du fait que les germes du sang 
échappent a la culture. En faveur de cette derniére hypothése, on 
peut remarquer que les améliorations de la technique des hémo- 
cullures permettent des résultats positifs plus fréquents. Mais 
ces résultats semblent avoir alteint une limite difficile a 
dépasser, c’est pourquoi nous avons entrepris l’application a ce 
probléme de la culture sur embryon de poulet, dont on connait 
Putilité pour la culture de germes divers (Goodpasture et 
Anderson [4], ‘Carrére et Roux {2]). ‘L’ceuf incubé est un milieu 
vivant et riche, d’ot. excellentes conditions nutritives; c’est de 
plus un systéme clos et stérile, facile 4 inoculer, d’oti conditions 
de sécurité pratiquement équivalentes a celles réalisées en milieux 
de culture classiques. 


I. — D&veLoppement ve Streptococcus viridans 
SUR L’EMBRYON DE POULET. 


Dans une expérience préliminaire, nous avons inoculé sur la 
membrane chorio-allantoique d’embryons de poulet I goutte de 
culture de divers germes : Staph. aureus, H. influenzae, S. viri- 
dans salivarius et sanguis. Nous avons constaté la mort des 
embryons en vingt-quatre ou quarante-huit heures suivant les 
germes (H. influenzz se montrant le plus pathogéne) et l’envahis- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1956. 
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sement de l’embryon par le germe inoculé. Nous avons alors 
étudié plus en détail le développement de S. viridans en compa- 
rant les résultats de linoculation de faibles quantités de germes 
par différentes voies. Le germe ulilisé était une souche de 
S. viridans [var. sanguis ou Sbe] (1) isolée d’un cas d’endocardite 
lente. 

a) Voie allantoique (ceufs de 11 jours) : le germe se multiplie 
et on le retrouve en grande quantité dans le liquide allantoique 
(cullure et examen direct) mais les embryons ne meurent pas. 

b) Voie amniotique : L’inoculation d’ceufs incubés depuis sept 
jours et dix jours est suivie de la mort des embryons en moins 
de vingt-quatre heures. Le liquide amniotique donne des cultures 
positives et on y retrouve des germes trés abondants a l’examen 
direct. 

c) Vole vitelline (ceufs de 7 jours) : Les embryons meurent en 
quarante-huit heures et présentent une congestion intense avec 
des hémorragies sur tout le corps (téte, tronc et membres, sur- 
tout au niveau des articulations). Les germes sont abondants 
dans le liquide vitellin, la membrane vitelline, mais aussi dans le 
sang (frottis et cultures positifs). Les frottis de la membrane font 
apparaitre, outre les germes libres, de nombreuses figures de 
germes intracellulaires se présentant sous lun des deux aspects 
distincts suivants. Certaines cellules, d’aspect normal, contiennent 
quelques germes altérés en voie de lyse ou de digestion ; ces 
cellules sont abondantes et représentent des phases de phago- 
cytose. D’autres, au contraire, moins abondantes, contiennent de 
trés nombreux germes d’apparence normale, avec des chainettes, 
de morphologie et de colorabilité typiques. Ces cellules présentent 
des signes nets d’altération. 

d) Membrane  chorio-allantoique : Les embryons  inoculés 
4 10 jours ne meurent pas mais on peut remarquer, sur la mem- 
brane, des lésions focales d’épaississement, avec cedéme. Les 
frottis montrent des germes trés abondants aussi bien dans les 
cellules qu’au dehors. Les embryons de 7 jours sont tués en 
vingt-quatre ou quarante-huit heures avec des lésions du méme 
type, mais d’une bien plus vaste étendue. On trouve des germes 
jusque dans la cavité amniotique et dans Vembryon, ce qui 
indique une pénétration des germes, sans doute par la voie san- 
guine, vers l’embryon. 
~ Au total, les voies amniotique, vilelline et chorio-allantoique 
apparaissent trés favorables a la multiplication du germe étudié 
et ceci d’autant plus que l’embryon est plus jeune. La voie 


(1) Nous remercions yivement le D™ Wahl, chef de Service a l'Institut 
Pasteur, qui a bien voulu nous fournir les souches de streptocoques 
indispensables 4 la réalisation de nos expériences. ’ 
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amniotique semble la meilleure, mais elle ne permet que l’inocula- 
tion de faibles volumes. La voie vitelline est plus simple a utiliser 
et permet l’injection de 0,5 ml. 

Nous avons poussé plus loin la comparaison entre les deux 
voies en utilisant deux souches de S. viridans, une de type sali- 
varius, de culture rapide et aisée, l’autre du type sanguis (Sbe), 
plus exigeante et de culture plus lente in vitro. Les quantités de 
germes inoculées sont, dans ces expériences, de 100 et 1 germe 
respectivement. Les embryons sont sacrifiés aprés vingt-quatre 
heures et on réalise une numération des germes dans le liquide 
amniotique ou le liquide vitellin. 

a) Souche salivarius : 

Voie amniotique (100 germes): 150 germes/m] (1 mort) ; 
(1 germe) : 60 germes/ml. 

Voie vitelline (100 germes) : 90 germes/ml; (1 germe) 
90 germes/ml. 

On ne voit pas de germes sur les frottis. 

b) Souche sanguis : 

Vole amniotique (100 germes) : germes trés abondants froitis + ; 
(1 germe) : germes trés abondants frottis +. 

Voie vitelline (100 germes) : germes trés abondants frottis + ; 
(1 germe) : 300 germes/ml. 

Nous avons étudié les lésions provoquées par S. viridans Sbe 
dans l’embryon de poulet. Ces lésions sont caractérisées par un 
aspect hémorragique de la membrane chorio-allantoique, du corps 
de l’embryon, une congestion intense et, plus tard, par une dégé- 
nérescence des vaisseaux de la membrane. Histologiquement (2), 
on observe essentiellement une inflammation des endothéliums 
vasculaires dans tout le corps et jusque dans |’endocarde, souvent 
cedématié et ot l’on trouve des nids de germes au voisinage de 
la paroi de l’endothélium. Dans le rein, les endothéliums capil- 
laires des glomérules sont également le siége d’une hyperémie 
avec congestion et inflammation. 

Ces résultats montrent : 

1° Que ia voie vitelline permet une multiplication aussi rapide 
et aussi abondante que la voile amniotique. Cependant, la mort 
de ’embryon est plus fréquente par cette derniére voie, ce qui 
s’explique puisque, dans ce cas, on introduit les germes direc- 
tement au contact de l’embryon. 

2° Que des germes de culture difficile en milieux inertes se 
multiplient trés facilement et trés abondamment dans l’embryon 
de poulet. 


(2) Nous remercions vivement le D" J. Levaditi, chef de Service 
a lInstitut Pasteur, qui a bien voulu se charger des examens histo- 
pathologiques. 
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Ces résultats suggérent done utilisation de V’inoculation du 
sang par la voie vitelline pour la recherche du S. She. 


Il. — R&aLIsaTION D'UNE SEPTICEMIE EXPERIMENTALE 
CHEZ LE LAPIN. 


Pour essayer la méthode, il était nécessaire d’inoculer a des 
ceufs du sang infecté par S. Sbe. En l’absence de prélévements 
réels effectués chez des malades, qui n’auraient d’ailleurs pas 
présenté tous les caractéres indispensables 4 une étude expéri- 
mentale, il fallait: soit préparer des mélanges de sang et de 
germes, soit utiliser un animal atteint d’une endocardite expéri- 
mentale. 

La premiére solution était possible, mais présentait certaines 
difficultés ; numération des germes au moment du mélange, 
comportement des germes aprés mélange. La seconde solution 
n’était pas trés réalisable puisqu’il n’existe pas d’animal sensible, 
sauf le lapin dans certaines conditions, aprés traumatisme car- 
diaque (Minck) [8]. Il nous a semblé plus facile de provoquer 
une bactériémie artificielle, transitoire, facile 4 obtenir chez le 
lapin par injection d’une suspension de germes. 

Septicémie provoquée chez le lapin : On injecte 4 un lapin 1 ml 
d’une culture de S. viridans Sbe de dix-huit heures en bouillon 
glucosé A 1/1000. Au méme moment, on réalise sur boites de 
Petri a la gélose au sang une numération de cette suspension. 
A divers intervalles de temps, on effectue une prise de sang au 
lapin (veine externe de l’oreille) et on fait une hémoculture quan- 
titative en boites de Petri. 

Les résultats font apparaitre une variation assez ample de Ja 
vitesse d’élimination des germes. 

Résultat d’une expérience typique (voir tableau I). 


TasLEAu I. 


Nombre de germes inoculés; 


ml sang Germes/ml 
I5 minutes colonies 
I heure - colonies 
6 heures I colonie colonie 


8 heures I colonie colonie 
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Dans ce cas on avait, huit heures aprés l’inoculation, une 
concentration d’environ 1 germe/ml. 

Suivant les lapins, on peut arriver 4 ce niveau de 1 germe/ml 
en huit heures ou en dix heures, ou méme, dans un cas, en qua- 
rante-huit heures. On assiste parfois & une multiplication des 
germes dans l’organisme du lapin, ce qui se traduit par une 
augmentation secondaire du nombre des germes. C’est dire que 
les conditions idéales que nous recherchons, la présence de 
1 germe/ml, ne sont pas faciles a réaliser 4 volonté. Pour y par- 
venir il est nécesaire d’effectuer plusieurs prélévements pendant 
la période intéressante (a partir de la huitiéme heure) et de traiter 
chaque prélévement comme s’il remplissait cette condition, ¢n 
réalisant simultanément une numération en tubes et sur boites. 


III. — ComPparaISOoN ENTRE L’HEMO-OVOCULTURE 
ET L’HEMOCULTURE CLASSIQUE. 


Le protocole de nos expériences était le suivant. On inocule 
par voie veineuse 4 des lapins 1 ml d’une culture de dix-huit 
heures de S. viridans Sbe. On effectue une numération des germes 
présents dans la culture utilisée en réalisant des dilutions et des 
ensemencements sur boite de Petri 4 la gélose au sang. A inter- 
valles, comme précédemment, on réalise des prélévements de 
15 ml de sang que l’on utilise de la fagon suivante : 

1 m] pour une boite de Petri en profondeur (hémoculture, 
milieu solide) ; 

Deux fois 0,5 ml pour une boite de Petri en profondeur (hémo- 
culture, milieu solide) ; 

Dix fois 0,5 ml pour 10 tubes de bouillon glucosé a 1/1000 
(hémoculture, milieu liquide) ; 

Dix fois 0,5 ml pour 10 ceufs de 7 jours inoculés par voie vitel- 
line (hémo-ovoculture). 

Le résultat des numérations sur milieux de culture permettra 
de déterminer ensuite quelles expériences sont 4 analyser en 
détail. 

Les boites de Petri sont observées tous les jours. Les tubes 
qui se troublent sont examinés (frottis, Gram). Les autres sont 
étudiés pendant trois semaines. Les ceufs, mirés chaque jour, 
sont ouverts dés la mort; on préléve alors le liquide vitellin et 
on examine les divers organes de lembryon. ‘Les embryons sur- 
vivants sont sacrifiés le septiéme jour. On réalise chaque fois des 
frottis du liquide vitellin pour examen aprés coloration de Gram 
et des subcultures en bouillon glucosé. 

Pour les prélévements les plus précoces, on trouve en général 
un nombre de germes par millilitre supérieur 4 1. Dans ce cas, 
tous les tubes de bouillon se troublent en vingt-quatre & quarante- 
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huit heures et on retrouve les germes typiques sur les frottis de 
controle. De méme les ceufs meurent tous dans le méme inter- 
valle de temps et le liquide vitellin donne des subcultures et des 
frotiis positifs. Par contre, il arrive un moment ot la numération 
en milieu solide donne un nombre de germes par millilitre voisin 
de 1. C’est sur ces échantillons que nous avons fait porter l’ana- 
lyse la plus complete. 

Voici, a titre d’exemple, les résultats de deux expériences 
typiques. 


PREMIERE EXPERIENCE (prélévement 4 la dixiéme heure) : 

4 boites avec 1 ml de sang: 0 colonie, 1 colonie, 2 colonies, 
1 colonie (moyenne, 1 germe/ml). 

10 tubes de bouillon avec 0,5 ml de sang : 4 cultures positives. 

12 wufs : 3 meurent en quarante-huit heures +, 4 ne meurent 
pas mais sont + (Gram ou culture du liquide vitellin), 5 sont — 
(ni mort, ni Gram +, ni culture +). 


DEUXIEME EXPERIENCE (prélévement a la huitiéme heure) : 

Boites, 1 avec 1 ml: 2 colonies; 2 avec 0,5 ml: 0 colonie, 
0 colonie (1 germe/ml). 

10 tubes bouillon 0,5 ml: 5 +, 5 — (1 germe/ml). 

10 ceufs 0,5 ml: 4 meurent en quarante-huit heures +, 
2 meurent en quatre a cing jours +, 2 vivants le sixiéme jour 
sont +, 2 sont négatifs. 

On voit d’aprés ces résultats que V’hémoculture sur ceuf ne 
donne pas, dans les cas extrémes ot la bactériémie est de lV ordre 
de 1 germe/ml, des résultats inférieurs & ’hémoculture classique. 
Il semble méme que lon puisse faire apparaitre une nette diffé- 
rence a l’avantage de la premiére, ce qui significrait alors néces- 
sairement que certains germes, présents dans le sang ¢tudié, sont 
capables de se multiplier dans l’embryon de poulet et non dans 
les milieux usuels. On voit d’ailleurs qu'une partie des ceufs 
est tuée rapidement par l’infection comme dans le cas de l’ino- 
culation d’une culture pure, alors que d’autres ceufs ne meurent 
que plus tard ou méme survivent bien que des germes puissent 
y étre retrouvés. I] y aurait ]a un caractére de plus a la distinc- 
tion entre les deux sortes de germes : ceux qui cultivent sur les 
milieux inertes et qui tuent l’embryon en quarante-huit heures et 
ceux qui ne cultivent pas, ne tuent pas l’embryon mais s’y multi- 
plient, lentement d’ailleurs. 


IV. — Discussion. 


ll semble, d’aprés nos résultats, que l’hémo-ovoculture puisse 
étre utile pour Visolement des germes de l’endocardite lente. Le 
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S. Sbe se multiplie abondamment dans l’embryon de poulet, 
mieux que dans les milieux usuels. Quelle est la raison de cette 
culture facile ? Le liquide vitellin est sans doute un milieu plus 
riche que les meilleurs milieux artificiels, mais il est aussi bordé 
de cellules vivantes qui peuvent peut-étre, l’examen des frottis 
de membrane vitelline le suggére, jouer un réle dans la multi- 
plication ou la dissémination du germe. On voit, en effet, deux 
aspects de cellules contenant des germes, les unes saines, con- 
tiennent des germes altérés dont la forme n’est plus nette et qui 
prennent moins bien le Gram; d’autres cellules, au contraire, 
dont le noyau et le cytoplasme donnent des signes évidents d’alté- 
rations profondes, contiennent des germes d’allure normale, parfois 
méme en chainettes. Peut-on dire que les germes se multiplient 
dans des cellules, ou sont-ils seulement véhiculés de cette facgon ? 
Les deux hypothéses ont des conséquences importantes du point 
de vue théorique : dans le premier cas, on verrait un exemple 
de parasitisme intracellulaire bactérien ; dans |’autre, un cas de 
dissémination d’une infection par des cellules du sang. En tout 
cas, il semble logique de considérer dans ce cas la présence de 
germes dans les cellules comme n’étant pas nécessairement défa- 
vorable pour le germe. D’autre part, l’ceuf permet la multipli- 
cation de germes trés exigants du point de vue nutritif, 
qu’il s’agisse de bactéries (brucelles [2], hémophiles [5], Neis- 
seria [4], etc.) ou de formes atypiques de bactéries quelconques 
(formes L). Nous avons réalisé une étude de celle derniére possi- 
bilté et nous donnons les résultats obtenus dans une note 
séparée [6]. 

Des germes de ce genre peuvent étre présents dans le sang des 
malades, et on connait des exemples d’isolement, dans les hémo- 
cultures, de germes atypiques, diphtéroides, mal colorables et 
non repiquables malgré la densité de la culture, pour lesquels 
Vembrvon de poulet convient sans doute. 

Pour Vensemble de ces raisons et en considérant les résultats 
expérimentaux obtenus chez le lapin, nous pensons qu’il faut 
recommaider l’essai de l’hémo-ovoculture dans certaines endo- 
cardites lentes d’une part, et aussi dans une série d’autres affec- 
tions 4 caractére subaigu ou chronique. De tels essais ont déja 
été tentés avec des résultats encourageants. Nous avons nous- 
mémes entrepris l’application de cette nouvelle méthode a 
quelques cas cliniques intéressants avec des résultats positifs 
que nous publierons par ailleurs. 


V. — Conc.ustons. 


L’utilisation de l’hémo-ovoculture donne de bons résultats pour 
Visolement des germes au cours de la septicémie expérimentale 
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du lapin. Elle permet d’obtenir un pourcentage de cultures posi- 
lives plus élevé que les méthodes classiques, en assurant la mise 
en évidence de germes incapables de pousser in vitro. Elle mérite 
d’étre essayée pratiquement dans le diagnostic bactériologique 
de l’endocardite lente humaine et en général pour la recherche 
des germes de culture difficile. Le résultat de nos expériences 
suggére que l’existence de germes incapables de se développer 
in vitro pourrait étre la raison des fréquents échecs du diagnostic 
bactériologique dans l’endocardite lente. 


SUMMARY. 


The authors report on good results obtained by culturing of 
blood samples in embryonated eggs for the isolation of germs from 
experimental septicemia in rabbits. This method allows a higher 
percentage of positive cultures than currently obtained, especially 
in the case of germs unable to develop in vitro. It is recom- 
mented for the bacteriological diagnosis of endocarditis lenta and 
generally for the detection of germs difficult to cultivate (e. ¢. 
the frequently negative haemoculture in endocarditis lenta). 
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ACTION FONGISTATIQUE DU PROPIONATE DE SODIUM 
ET DU LAURYL SULFATE DE SODIUM, 
LEUR SYNERGIE EN ASSOCIATION 


par F. MARIAT et M. VIEU (°). 


(Institut Pasteur, Service de Mycologie el de Physiologie végétale) 


L’action fongistatique du propionate de sodium a été souvent 
étudiée [4]. On connait, par ailleurs, l’action, sur la croissance 
d’organismes divers, d’agents mouillants employés seuls ou 
conjointement avec des antiseptiques [2, 8, 4, 5]. Nous rappor- 
tons ci-dessous quelques observations relatives a l’action fongis- 
tatique et fongicide du propionate de sodium et du laury! sulfate 
de sodium employés seuls ou en association. 


MATERIEL ET METHODES. 


Les champignons choisis pour cette étude sont d’une part une 
levure pathogéne Candida albicans, d’autre part trois dermato- 
phytes Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes interdigitalc, 
Epidermophyton floccosum. 


Les produits employés sont chimiquement purs. Ceci est vrai 
en particulier pour le lauryl sulfate de sodium, mouillant anio- 
nique répondant 4 la formule CH, — (CH,)** — CH, — 0 — 
SO, — Na. 

Les cultures de Candida albicans sont effectuées en fioles 
d’Erlenmeyer contenant un milieu synthétique liquide (KH,PO, ; 
Na,HPO,12H,O : quantités variables pour tamponner les milieux 
a pH 5,5 ou pH 6,9; Mg SO, 7H,0 : 0,60 g; KCl: 1,0 g; glu- 
cose 10 g; hydrolysat de caséine : 10 g; oligo-éléments ; vita- 
mines B,, B,, B,, PP, biotine, pantothénate de Ca; eau bidis- 
tillée : 1000 cm*) auquel sont ajoutés les produits a étudier. 

Les fioles de culture sont ensemencées avec une goutte d’une 
suspension de levures dans 5 cm*® d’eau physiologique. La crois- 
sance est évaluée par néphélémétrie aprés incubation a 30°. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1956. 
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Les cultures de dermatophytes sont effectuées en tubes de 
Legroux sur milieu de Sabouraud glucosé gélosé contenant le ou 
les produits étudiés. Aprés ensemencement d’un petit fragment 
de culture, les tubes sont incubés a 30°. Le développement des 
cultures est évalué par mensuration du diamétre des colonies. 


Pour la mise en évidence d’un pouvoir fongicide éventuel, les 
champignons (suspension riche pour C. albicans ; broyat de cul- 
ture pour T, mentagrophytes) sont mis au contact d’une solution 
des produits étudiés, tamponnée & pH 7. Aprés des temps de 
contact variant de quinze minutes 4 vingt-quatre heures les cham- 
pignons sont lavés par centrifugation et mis en culture sur milieu 
de Sabouraud. 


RassuLrats. 


I. AcTION FONGISTATIQUE DES PRODUITS EMPLOYS ISOLEMENT. -— 
Des essais préliminaires ont permis de préciser les concentrations 
capables d’inhiber plus ou moins la croissance des champignons 
testés. Les concentrations utilisées ci-dessous découlent de ces 
résultats. 


a) Candida albicans. 

Le tableau I montre que l’inhibition de la levure n’est sensible 
qu’a des concentrations de propionate, supérieures 4 1,5 p. 100. 
L’inhibition complete (quasi totale) n’est rencontrée qu’aux con- 
centrations les plus élevées. L’étude d’une seconde souche de 
C. albicans confirme ces résultats. 


Tasceau I. 


Concentrations en Croissance de C. albicans 


propionate de Na rapportée en unités optiques 
en % (aprés 72 heures de culture) 


Les résultats mentionnés dans le tableau IL montrent que le 
lauryl sulfate de Na inhibe totalement la croissance de C. albicans 
dés la concentration de 0,025 p. 100 (lecture apres trois jours). 
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TasLeau I. 


Concentration en Croissance de C. albicans 
lauryl sulfate de Na | rapportée en unités optiques 
en % 


b) Dermatophytes. 


Les chiffres du tableau III indiquent que le propionate de Na 
exerce sur la croissance des dermatophytes étudiés une action 
inhibitrice augmentant en fonction de l’élévation de la concen- 
tration du produit (mensuration des diamétres aprés une semaine 
de culture). La croissance n’est jamais totalement empéchée. Dans 
le cas d’E. floccosum cependant, le développement se limite au 
fragment ensemencé. 


Concentration en 
propionate de Na 


en % 


TasLeau III. 


Croissance rapportée en diamétre moyen 
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La croissance des dermatophytes sur milieux additionnés de 
lauryl sulfate de sodium (tableau IV) diminue avec augmentation 
de la concentration du produit dans le milieu. Le développement 
est nul avec la concentration maximum (0,1 p. 100). Les dia- 
métres sont mesurés aprés une semaine de culture. 


II. AcTION FONGISTATIQUE DU PROPIONATE DE SODIUM ET DU LAURYL 
SULFATE DE SODIUM EN ASSOCIATION. — Les concentrations 
employées dans les expériences décrites ci-dessous ont été choisies 
d’aprés les résultats mentionnés plus haut. 


a) Candida albicans. 


Liassociation du propionate de Na et du lauryl sulfate de Na 
dans le milieu de culture, permet, comme le montre le tableau V 
une augmentation du pouvoir inhibiteur de chacun des composés 
utilisés séparément, 


TABLEAU Y. 


Lauryl sulfate 
de Na en % 


Propionate de Na en % 


* croissance exprimée en unités optiques 
aprés 72 heures de culture 


b) Dermatophytes. 

Les résultats rapportés dans le tableau VI et traduisant la 
croissance apres treize jours montrent que, comme pour C. albi- 
cans mais avec moins de netteté, Jl’association du mouillant 


TaBLEAu V1 


PROPIONATE DE SODIUM 


e BRUM. T. MENTAGROPHYTES E. FLOCCOSUM 
somo 7 mer [ts | 


Ce 

ee a TS ET SHS Sd 

a a acl eto 

Peows [af ef ol ofwlale] ofa tel el « 
eee el 


Sc EAs DISHE 


* Croissance exprimée en diamdtres moyens apres {3 jours de culture 


DE SODIUM EN 4 
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anionigque et du propionate permet d’obtenir une inhibition totale 
que chacun des produits ne peut, seul, provoquer. 


III. Pouvorr roncicipr. — Aucune action fongicide des ¢om- 
posés employés isolément (propionate de Na a 1 et 5 p. 100; 
lauryl sulfate de Na a 0,1 et 1 p. 100) ou en association (pro- 
pionate a 4 p. 100 + lauryl sulfate 4 0,025 p. 100; propionate 
a 1 p. 100 + lauryl sulfate a 0,050 p. 100) n’est observée aprés 
des contacts de vingt-quatre heures avec les champignons tests : 
T. mentagrophytes et C. albicans. 


IV. ConcLusions ET REsuME. — 1° Le fait de soumettre les 
champignons tests (Candida albicans, Trichophyton rubrum, 
T. mentagrophytes interdigitale et Epidermophyton floccosum) 
& une association de propionate de sodium et de lauryl sulfate de 
sodium chimiquement purs augmente l’activité fongistatique des 
composés employés isolément. 

a) Pour Candida albicans les concentrations sont ainsi réduites 
4 0,0125 p. 100 de lauryl sulfate de sodium + 1 p. 100 de pro- 
pionate de sodium. 

Le fait d’ajouter le lauryl sulfate au propionate permet 
d’obtenir inhibition totale du champignon 4 une concentration 
de propionate dix fois inférieure 4 celle du produit employé seul 
(1 p. 100 au heu de 10 p. 100). 

Le fait d’ajouter le propionate au lauryl sulfate de Na 
permet d’obtenir |’inhibition totale du champignon a une concen- 
tration de lauryl sulfate qui est le quart de celle du produit 
employé seul (0,0125 p. 100 au heu de 0,050 p. 100). 


b) Pour les dermatophytes les concentrations fongistatiques 
sont réduites 4 0,2 p. 100 de propionate + 0,0125 p. 100 de lauryl 
sulfate (0,025 p. 100 de lauryl sulfate pour T. mentagrophytes). 

Le fait d’ajouter le lauryl sulfate au propionate permet d’ob- 
tenir l’inhibition totale des champignons a une concentration de 
propionate cing fois inférieure a celle du produit employé seul 
(0,2 p. 100 au leu de 1 p. 100). 

Le fait d’ajouter le propionate au lauryl sulfate permet d’ob- 
tenir l’inhibition totale de T. rubrum et d’E. floccosum & une 
concentration de lauryl sulfate huit fois inférieure (0,0125 p. 100 
au lieu de 0,1 p. 100). : 

On souligne ainsi l’existence d’une synergie de l’association 
propionate-mouillant, comparable a celle signalée pour d’autres 
antiseptiques [5]. 

2° Dans les conditions de l’expérience il n’est pas possible de 
mettre en évidence d’action fongicide du propionate de sodium et 
du laury] sulfate de sodium seuls ou en association. 
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SUMMARY. 


A fungistatic aclivity of sodium propionate and sodium lauryl] 
sulfate alone on four pathogenic fungi (C. albicans, T. rubrum, 
T. mentagrophytes, E. floccosum) has been noted. The fungis- 
tatic activity of each compound is greatly enhanced by their 
association. A synergism of the association Na propionate/Na 
lauryl sulfate has then been shown. No fungicidal activiy of 
both compounds alone or in association has been observed. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Keeney (E. L.). Bull. Johns Hopkins Hosp., 1948, 73, 379. 

[2] Durrenoy (J.) et Lanceron (M.). Ann. Parasitol. Hum. et Comp., 
1948, 23, 222. 

[3] Orban (E. J.) et Deromenr (F.). J. Bact., 1942, 45, 293. 

[4] O’Brien (J. E.) et Toms (R. K.). J. Am. Pharm. Ass., 1955, 14, 245. 

[5] Encter (V.) et Mirimanorr (A.). Pharm. Acta Helvetiae, 1951, 26, 
59. 


ETUDE 
DE LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 


DANS LA TRYPANOSOMIASE HUMAINE 


par R. DEPOUX, P. MERVEILLE et J. CECCALDI (*) 
‘avec la collaboration technique de M™ BLANCHOT). 


(Institut Pasteur de Brazzaville) 


Depuis cinquante ans, de nombreux auteurs ont essayé d’uti- 
liser la réaction de fixation du complément pour le diagnostic 
des trypanosomiases et plus particuliérement des trypanoso- 
miases humaines. 

En 1953, F. Schoenaers, G. Neujean et F. Evens [4] publiaient 
une technique de réaction de fixation du complément permettant 
un diagnostic sérologique de la maladie du sommeil due 4 Trypa- 
nosoma gambiense. 

Ces auteurs utilisérent le mode de préparation de l’antigéne 
préconisé par Van Goidsenhoven et Shoenaers [2, 3, 4] 4 partir 
de sang de rats infectés par Trypanosoma equiperdum. En effet, 
Rodhain et coll. [5] avaient établi la possibilité d’utiliser cette 
souche pour la fabrication d’un tel antigéne. 

L’intérét de ce nouveau test résidait dans: la précocité de sa 
positivité [6], sa spécificité [4, 6], le pourcentage extrémement 
élevé de malades ainsi dépistés [4, 6], la différenciation plus aisée 
entre rechute et réinfestation [6, 7]. 

Nous avons repris les travaux des auteurs belges en n’appor- 
tant que des modifications mineures a leur protocole opératoire. 
Dans ces conditions les résultats seront aisément comparables. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


L’antigéne est préparé selon la méthode préconisée par Van 
Goidsenhoven et Schoenaers [4] 4 partir du sang de rats infectés 
par Trypanosoma equiperdum (souche Watson). Avant l’emploi, 
chaque lot d’antigéne est titré contre un sérum connu. 


(*) Manuscrit recu le 7 juin 1956. 
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Le complément est un sérum de cobaye frais ou lyophilisé. 
_Le systéme hémolytique est constitué par : le sérum hémoly- 
tuque fourni par I’Institut Pasteur de Paris dilué convenablement 
de maniére A obtenir deux unités hémolytiques par unité de 
volume ; les globules rouges de mouton, lavés quatre fois en eau 
physiologique et remis en suspension de maniére A obtenir une 
concentration de 1 p. 100. 

Les sérums proviennent des malades suivis a notre consultation. 
Us sont décomplémentés avant usage par chauffage a 56° pendant 
trente minutes. 

Toutes les dilutions et suspensions utilisées au cours de !a 
réaction sont effectuées dans le tampon véronal-véronal sodique 
a pH 7,3 préconisé par Mayer et collaborateurs [8]. 


TITRAGE. 


Tous les produits employés au cours du titrage sont utilisés 
sous le volume de 0,1 cm’. 


Le titrage du complément est effectué en présence d’antigéne 
et le systeme hémolytique est ajouté aprés une heure d’incubation 
4’ 37° C. La lecture se fait trente minutes aprés addition du sys- 
teme hémolytique. 

Pour le titrage du sérum, le complément est utilisé a la concen- 
tration double de celle donnant 50 p. 100 d’hémolyse. Le systéme 
hémolytique est ajouté aprés une heure d’incubation a 37°C et 
la lecture effectuée dix minutes aprés hémolyse compléte des 
témoins. 

Le titre du sérum est exprimé par l’inverse de la dilution 
donnant 50 p. 100 d’hémolyse. 

Des titrages répétés ont été pratiqués chez de nombreux 
malades en traitement (au total 580 réactions). Suivant leur état, 
les trypanosomés ont été revus tous les trois, six ou douze mois. 
A chaque visite un échantillon de sérum fut prélevé pour la réac- 
tion de fixation du complément. Certains malades furent ainsi 
suivis depuis trois ans, d’autres depuis deux ans, un an ou seu- 
lement six mois. Au moment du dépistage, les malades furent 
classés dans l’une des trois catégories classiques selon le stade 
d’évolution apprécié par les examens de sang périphérique et de 
suc ganglionnaire, du liquide céphalo-rachidien (prélevé par 
ponction lombaire uniquement). 

L. S. = stade lymphatico-sanguin: moins de 4 cellules par 
millimétre cube ; albuminorachie inférieure ou égale a 0,25 g 
p. 1000. 

R. M. = stade réaction-méningée : nombre de cellules compris 
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entre 4 et 30 ; albuminorachie inférieure ou égale a 0,25 g p. 1 000. 

M. E. = stade méningo-encéphalite : nombre de cellules sipé- 
rieur 4 30; albuminorachie supérieure a 0,25 g p. 1000. 

Quel que soit le stade évolutif, les trypanosomés furent appelés 
nouveaux ou anciens malades selon que la date de leur dépistage 
fut concomitante ou antéricure a la mise en ceuvre des réactions 
de déviation du complément. 

L’évolution du taux des anticorps fut suivie comparativement 
i l’évolution humorale. Nous entendons par guérison humorale : 

la stérilisation parasitaire ; 

la persistance ou le retour 4 la normale du liquide céphalo- 
rachidien (prélevé par ponction lombaire exclusivement) examiné 
quant A sa teneur en albumine et en éléments figurés et par la 
réaction de floculation du benjoin colloidal. 


SpECIFICITE DE LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT. 


Pour étudier la spécificité de la réaction, nous avons séparé 
les sérums utilisés en trois groupes. 

Dans le premier sont placés 127 sérums provenant de trypa- 
nosomés chez gui le parasite fut mis en évidence. Ces malades 
sont classés selon l’importance de latteinte méningo-encéphali- 


tique ef, pour ceux qui sont au slade de la méningo-encéphalite, 


TABLEAU I. 


wr nn ne ee eo - + ee ee ee ee ee 


3 : :To- 
: Stade de la maladie :Nombre de cas posififs observés en ‘ eam 
: : fonction du Pitre : 
Groupe : : 0 : 2-ht 5-8: 9-16:17-32:33-64:65-128: 128: 
Jeli cise ite Soe anes Se NE Dee gee, Dem ee ae ee ee ete 20 
Lymphatico-sanguin mite D 4 § tag) 8 ; 2 127 
‘ Rréaction-Méniggée OP 8 eee al 4 Bi Beno} 4 : ie) 714 
Wigan = eecencnentenatinn a ptae aden see ne Sensis mun = Gilneas eee 
WunSeetiOr 2h 8 re ee ee we 
:Méningo-encé- ( panty dese Pacuk} cu w ise eek ae ee ee 
phalite  ) ook ; : : : : : : 
(@ies if Ove 1) sk. 7s ee 7 use ne eee 
= Témoins non suspects : 20:0 :0 : 0:0: 0:0 20 20 
:Anciens malades : : : : : : : : : 
Bagh :considérés guéris BORO HO Gg OW 8G § G 6 @ 5 fe $20 
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selon la présence ou l’absence de trypanosomes dans le sang 
circulant ou le suc ganglionnaire. : 

Tous ces sérums furent prélevés au moment du dépistage de la 
maladie. 

Dans le deuxiéme groupe sont placés 20 sérums témoins pro- 
venant de sujets parfaitement sains et n’ayant jamais présenté 
dans leurs antécédents le moindre symptéme morbide pouvant 
évoquer une trypanosomiase. 

Dans le troisitme groupe sont placés 20 sérums d’anciens 
trypanosomés considérés comme guéris depuis plus de cing ans, 
ne présentant acluellement aucun symptéme suspect. Ces anciens 
malades reviennent une fois par an pour un examen général. 

Les résultats sont consignés dans le tableau I qui montre dans 
chaque groupe le nombre de sérums positifs en fonction du taux 
de positivité. 

Dans Jes groupes I et III il n’y eut aucun résultat positif, 
alors que dans le groupe I tous les sérums, sauf un, contenaient 
des anticorps fixant le complément a des taux variables. 

Il n’y a toutefois aucun rapport entre le taux de positivité et 
le stade de la maladie au moment du dépistage, ni entre ce taux 
de positivité et la présence ou Vabsence de parasites dans la 
lymphe ou dans le sang des malades. 


INTERET DE LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 
COMME TEST D EVOLUTION DE LA MALADIE. 


1° Dans LEs CAs FAvorABLES. — Le tableau II relate |’ évolution 
du taux de fixation du complément par rapport a l’évolution 
humorale sous l’influence du traitement. 

Lorsque le traitement est institué dés la période lymphatico- 
sanguine, la guérison humorale est en général acquise avant 
(mais moins de six mois) le retour 4 la normale de la réaction 
de fixation du complément. 

En période de réaction méningée, il en est souvent de méme 
chez les nouveaux malades, alors que chez les anciens trypano- 
somés jl ne semble pas y avoir de différences nettes. 

Il est vrai que le nombre de cas observés (cing) est insuf- 
fisant. pour pouvoir émettre une opinion précise. 

Lorsque le traitement est institué au stade de méningo-encé- 
phalite, la guérison humorale chez les nouveaux malades esl 
acquise tantét avant, tantot en méme temps, tantét apres le retour 
4 la normale de la réaction de fixation du complément et Se 
nombre de cas est sensiblement le méme dans chaque éventualité. 

Chez les anciens malades, au contraire, la négativation de la 
réaction de fixation du complément précéde le plus souvent de 
quelques mois la guérison humorale. 
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TasLeau II. 


: : :Nombre: R.F.C. : RFC :R.teC. : R.t.C. 

:Stade de la maladie:Catégorie des malades: de inégativé@négative :inésativée rrestée pe- 
~ a smaladeg avant : et saprés gué-:sitive : 
5 :guSrisonsguérison :rison cli-:6 mois aprés: 
:clinique:clinique :nique et :guérison - 
3 et St thumorale :clinique et : 
thumorale:humorale : shumorale : 
H sacquise : : 
; en : : 
smeme temps: : 
:Lymphatico-sanzuin : Nouveaux malades 26 (0) 5 19 2 $ 
Nouveaux malades 2) 0) 3 : 7 : 3 : 
Réaction Méningée 1 --------------------- 1 n-ne nnn nn tenner nt ance nnene$ }------------ : 
Anciens malades 5 1 1: 2 H 1 c 
: : : : 2 : 
: : Nouveaux malades pee Meh sce ee - 16 : 10 | 4 t 
:Méningo-encéphalite;-------~-------------- fe----- foaceesn= fone n-ne eee pane e---e- $ eee wenn ----- : 
: : : : 5 : : : 
: Anciens malades ne) 12 5 : 2 : (0) : 
$n nn nn nn nnn nnn Bn nn nn nnn rn err nr nnn incennrrceen toes cre en fore ene nen e-- 2 
: : : 3 
Rotel sweet 105 25 : 30 ; 40 : 10 : 
: ? ? 


ee a wn oo nn oo a a ep ee re eee en meenn nemo ner sees ceeeeeneoceseeces 


Enfin, et ceci quel que soit le stade de la maladie, dans 
quelques cas la réaction de fixation du complément était encore 
positive six mois aprés guérison humorale. I] est encore trop tét 
pour savoir comment vont évoluer ces 10 cas qui sont maintenus 
sous surveillance sans traitement, pour dépister au plus tét une 
éventuelle reprise de 1|’évolution. 


2° DANS LES CAS DEFAVORABLES. — Dans les 9 cas de chimio- 
résistance la réaction de fixation du complément est toujours 
restée positive. Dans les 4 cas de rechutes dépistées par l’examen 
du L. C.-R., les réactions sérologiques sont également devenues 
j’ nouveau positives trois fois et restées négatives une fois. 


TaBLeAu JII. 


? Etat du lL. C. Rs : Eta 


t de la R. F. 


C. 


: Nombre de 


Fem m mem nn semen ow mms mm een ewe mmm ewe em wenn! oo we eee es eee ent 
2 Dot ee a a a nt a a oa ee ee ee ees 


cas suivis : 


:Chimio-rési stance Reste positive 12 
er en en 
pias ern coe 
a ae re, 


N. B. — Dans la colonne Nombre de cas suivis, lire 9 au lieu de 12. 
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Il ressort des tableaux II et HI que l’évolution des anticorps 
fixant Je complément suit fidélement celle de la clinique et du 
liquide céphalo-rachidien. Dans les cas favorables, la guérison 
sérologique succéde 4 la guérison humorale pour les nouveaux 
malades en premiére et deuxiéme période, la précéde pour les 
anciens malades en troisiéme période, l’écart entre ces deux 
modes d’investigation n’excédant jamais trois 4 six mois. 

Dans les cas défavorables (résistants 4 la thérapeutique) la 
déviation du complément reste toujours positive. 

Dans les rechutes les réactions sérologiques semblent suivre 
Pétat du L. C.-R. (le trés petit nombre de cas observés ne permet 
pas de conclusions précises). 


INTERET DE LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 
CHEZ LES ANCIENS MALADES. 


Ces anciens trypanosomés, pour qui aucune réaction sérolo- 
gique n’avait été faite antérieurement, revinrent a la consultation 
soit pour une visite annuelle systématique, bien qu’ils soient 
considérés comme guéris depuis au moins cing ans, soit parce 
qu’ils se plaignaient de troubles divers (céphalées, asthénie, 
somnolence). 

TasLeau IY. 


--------------------;: 


: Altération isolée : L. C. Re. normal ou : L. C. R. normal 3: 


du L. C. R. : subnormal mais : Etat clinique 
: somnolence $ bon 

f Positive : ae) ( 3 : te) 

3 Etat de la : : ; Shoe nose Bae 
Reece!) OF : : ; : 
S : Négative : 6 1 : 20 : 
: Total des : : $ 3 : 
5 cas : ; 25 : 4 ; 20 : 


Dans la premiére de ces deux éventualités, la réaction de fixa- 
tion du complément fut toujours trouvée négative. 

Dans la seconde, sur 29 malades, 25 avaient un L. C.-R. altéré, 
4 un liquide normal: ces chiffres évidemment faibles ne per- 
mettent pas de déductions formelles. 

Sur les 25 malades a L. C.-R. altéré, la réaction de fixation du 
complément fut positive dix-neuf fois. Deux d’entre eux dispa- 
rurent et ne furent pas suivis. Dans 15 cas, sous l’influence du 
traitement, le L. C.-R. redevint normal alors que la réaction de 
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fixation du complément se négativait. Dans les deux derniers cas, 
le L. C.-R. et la sérologie restent encore positifs. 

Nous avons done 1a une concordance excellente entre les deux 
modes d’investigation. 

Dans 6 cas, bien que le L. C.-R. fat altéré, la déviation du 
complément était et restait négative. Une trypanosomiase était- 
elle en cause? Ce n’est certes pas str, mais il est difficile 
d’affirmer le contraire. 

L’un de ces malades a guéri parfaitement en l’absence de tout 
traitement. Quatre autres ont été traité et furent améliorés, mais 
un traitement arsénical peut étre actif sur bien d’autres maladies 
que la trypanosomiase, les syphilis nerveuses notamment. 

Enfin, sur les 29 malades, 4 se plaignant de somnolence avaient 
un ‘L. C.-R. normal. 

Pour trois d’entre eux la réaction de fixation du complément 
était positive. Ils doivent cerlainement élre considérés comme 
trypanosomes. 

Evens et coll. [6] ont en effet montré que dans ces cas le para- 
site pouvait étre retrouvé dans le liquide prélevé par ponction 
sous-occipitale ; d’aultre part, sous l’influence du traitement, la 
guérison clinique fut rapidement acquise et dans 2 cas la séro- 
logie se négativa dans les mémes deélais. 

Pour le troisieme malade, le taux de positivité augmenta 
d’abord notablement sous l’influence du traitement, puis diminua 
progressivement. 


INTERET DE LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 
CHEZ LES SUSPECTS. 


Quatorze malades présentant des symptomes de méningo- 
encéphalite ont été classés dans les suspects de trypanosomiase. 

Pour 11 d’entre eux la réaction de déviation du complément 
était positive. Six ont pu étre suivis correctement. 

L’un de ces malades garde encore un L.C.-R. altéré et une 
réaction de fixation du complément positive. 

Chez les cing autres, sous l’influence du traitement, ‘L. C.-R. 
et sérologie retournérent 4 la normale. L’observation de Vun 
d’entre eux (malade I. 5770) fut particuli¢rement intéressante, 
puisque le parasite fut trouvé dans le L. C.-R. & examen pra- 
tiqué 4 la fin d’un premier traitement, apportant ainsi la preuve 
formelle de la trypanosomiase. 

Pour les trois autres suspects, l’altération du L. C.-R. s’accom- 
pagnait d’une réaction de fixation du complément négative. L’un 
d’entre eux guérit sans traitement arsénical ; la preuve avait pu 
étre faite qu’il était atteint de méningo-encéphalite syphilitique. 

Sous influence du traitement. le L.C.-R. des deux restants 
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revint A la normale, cependant que la sérologie restait négative. 
Mais la encore, si Ja trypanosomiase devait étre suspectée, était- 
elle vraiment en cause ? 


CONCLUSIONS. 


L’ensemble de nos résultats corrobore les conclusions des 
auteurs belges sur la spécificité de la réaction de fixation du 
complément au cours de la trypanosomiase. 

Au point de vue diagnostic cette réaction s’efface évidemment 
devant la mise en évidence du parasite. 

Elle prend par contre toute son importance chez tous les 
malades chez lesquels le trypanosome ne peut étre découvert, Ja 
positivité de ce test constituant alors un argument important de 
diagnostic : 

Soit pour d’anciens malades chez qui une atteinte méningo- 
encéphalitique peut étre révélatrice d’une rechute ; 

Soit pour des sujets suspects présentant des symptomes cliniques 
variables accompagnant une altération du L. C.-R. 

Or, cette derniére catégorie de sujets semble devenir de plus 
en plus importante. En effet Richet [9] a bien constaté la diffi- 
culté de mettre en évidence le parasite chez les individus ayant 
recu une ou plusieurs injections prophylactiques de lomidine. 
Suivre l’évolution de la maladie par des épreuves sérologiques 
périodiques revét un intérét peut-étre moins important, malgré ia 
facilité avec laquelle ce test peut étre répété; liquide céphalo- 
rachidien et réaction de fixation du complément évoluent, nous 
avons vu, de facon sensiblement paralléley six mois au plus 
séparant leur retour a la normale. Cependant, la persistance 
anormale d’un test sérologique positif, alors que la guérison 
clinique et humorale du malade semble acquise, doit faire penser 
a une rechute possible. 

Nos résultats ne nous permettent pas toutefois d’attribuer une 
valeur pour le pronostic aux taux de positivité du test sérolo- 
gique au dépistage ; ce taux n’est pas fonction du stade de la 
maladie ni des délais de 1’évolution ultérieure. 

Nous ne saurions avancer enfin, en raison du manque de 
données personnelles, que la réaction de déviation du complément, 
intervenant dans la surveillance des anciens trypanosomés, puisse 
permettre de distinguer éventuellement, chez ceux-ci, entre 
rechute et réinfection, comme l’ont affirmé les auteurs belges [7]. 


RESUME. 


Un antigéne préparé a partir de Trypanosoma equiperdum 
permet de titrer les anticorps fixant le complément dans le sérum 
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des malades atteints de trypanosomiase & Trypanosoma gam- 
biense. 

La réaction est spécifique. Elle apporte un argument de dia- 
gnostic important chez les suspects cliniques et chez les anciens 
malades pour lesquels le parasite ne peut étre mis en évidence. 


SUMMARY. 


An antigen prepared from Trypanosoma equiperdum allows 
the titration of complement fixing antibodies in serum of 
patients infected by Trypanosoma gambiense. 

The reaction is specific. It constitutes an important factor in 
the diagnosis of trypanosomiasis in clinically suspected and 
former patients in whom the parasites cannot be detected. 
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CONCENTRATION SPECIFIQUE REVERSIBLE 
DES AMINO ACIDES CHEZ ESCHERICHIA COLI \’). 


par Grorces N. COHEN et Howarv V. RICKENBERG (**) (***). 


(Service de Biochimie Cellulaire. Institut Pasteur, Paris) 


INTRODUCTION. 


Dans le présent mémoire, nous décrivons des systemes dont 
Vactivité se traduit par l’accumulation dans les cellules d’Esche- 
richia coli de certains aminoacides exogénes. Ces systémes 
semblent contrdler lV’entrée dans les cellules des aminoacides 
exogénes et, par conséquent, leur incorporation dans les protéines. 
En revanche, ces systémes ne semblent pas intervenir dans le méta- 
bolisme des aminoacides endogénes. Par leurs propriétés ciné- 
tiques et leur spécificité, ces systemes s’apparentent a celui que 
décrivent ailleurs Rickenberg, Cohen et Monod [15] et qui contréle 
la pénétration des B-galactosides chez FE. coli. L’ensemble de ces 
observations apporte une confirmation expérimentale 4 l’hypothése 
souvent envisagée que des systéme catalytiques stériquement spéci- 
fiques et fonctionnellement spécialisés, distincts des enzymes méta- 
boliques proprement dits, contrdlent la pénétration de certains 
substrats dans les cellules. 

Certains résultats décrits dans le présent mémoire ont été 
publiés sous forme de note préliminaire [44] et Britten, Roberts 
et French {23} ont également décrit récemment l’accumulation 
daminoacides chez E. coli. Nous verrons que l’interprétation 
que donnaient Britten et coll., voisine de celle de notre note pré- 
liminaire, était entiérement différente de celle que nous propo- 
sons maintenant et doit étre abandonnée. 


(*) Ce travail a bénéficié de subventions de la Fondation Rockefeller 
de New York, du «Jane Coffin Childs Memorial Fund for Medical 
Research » et du Haut-Commissariat 4 1’Energie Atomique. 

(**) Fellow in Cancer Research of the American Cancer Society, 
1954-1956. 

(***) Manuscrit recu le 25 juin 1956. 


694 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


PARTIE EXPERIMENTALE. 


SoOUCHES UTILISEES. — Escherichia coli, souche K 1258, type sauvage. 
Mutant valine-résistant de K12S, isolé par sélection sur valine [4]. 
Mutants de £. coli exigeant la valine (ML 328 f et M-48-62), la leucine 
(ML 328 c), Visoleucine (M 97-21) et la méthionine (ML 304 d). 


DL-vALINE RADIOACTIVE. — La DL-valine 4-4’-!4C nous a été fournie 
par le Commissariat 4 1’Energie Atomique et avait une activité spéci- 
fique de 1,33 millicurie par millimole. Dans nos conditions de comptage, 
définies plus loin, la radioactivité de la valine correspond 4 10° impul- 
sions-minute/mole—*, ce qui correspond a une efficacité de comptage 
de 3,6 p. 100. 


AMINOACIDES NON RADIOACTIFS ET AUTRES SUBSTANCES. — Les aminoacides 
racémiques et optiquement actifs ulilisés étaient d’origine commerciale. 
La valinamide, Jes acides g-amino-p-butylheptanoique (dibutylalanine), 
a-amino-f-phényl phénylproprionique (§-p-diphénylalanine), g-amino-p- 
benzylphénylbutyrique (f-p-dibenzylalanine) et le 5-méthyltryptophane 
ont été synthétisés par le Dt J. Anatol, du Service de Chimie Organi- 
que de l'Institut Pasteur. L’acide g-amino-g-méthylvalérianique nous 
a été donné par le D* H. A. Krebs. Les peptides nous ont été fournis 
par les D’® R. O. Roblin, J. W. Hinman, S. W. Fox, R. L. M. Synge et 
J. P. Greenstein. 


MILIEU DE CULTURE. — Les souches étaient repiquées toutes les semaines 
sur milieu 63 (PO,H,K : 13,6 g ; SO,(NH,), : 2 g ; SO,Mg, 7H,O : 0,2 g ; 
50,Fe, 7H,0 : 0,0005 g¢ ; KOH q. s. p. pH 7,00; eau bidistilléesq. & 
p. 1 000 ml.). Le milieu était additionné de succinate de K a 0,25 p. 100. 
Dans certains cas, On a utilisé des souches non adaptées A croitre sur 
succinate ; le milieu était alors additionné de glucose a 0,2 p. 100. Le 
méme milieu synthétique était utilisé pour les expériences proprement 
dites. 


TECHNIQUE EXPERIMENTALE. — Les expériences sont effectuées en milieu 
agité a Jair. Une culture de E£. coli en phase exponentielle est diluée 
dans du milieu 63 en présence ou en absence de 5-méthyltryptophane 
(5-MT) 5 x 10-*M. Immédiatement aprés équilibration thermique (si 
Von n’a pas utilisé de 5-MT) ou aprés trente minutes (si l’on est en 
présence de 5-MT), on ajoute 4 la culture Ja valine radioactive en concen- 
tration connue et on préléve aprés un temps donné un ¢chantillon 
de 5 ml qui est porté dans un tube 4 centrifuger préalablement refroidi. 
On centrifuge 4 0° C a 18 000 t. p.m pendant cing minutes ; on ¢li- 
mine tout le liquide surnageant par aspiration avec une pipette Pas- 
teur, on séche le tube avec du papier filtre et on reprend le culot 
bactérien par 1,5 ml d’eau distillée. On porte cing minutes dans un 
bain-marie 4 100° C, on centrifuge et on décante Je liquide surnageant. 
L’expérience montre que par cette méthode, on extrait toute la radio- 
activité non incorporée dans les protéines (c’est-d-dire non précipitable 
par l’acide trichloracétique). Si l’on désire étudier l’influence d’une 
autre substance sur Ja quantité de valine préalablement fixée, on ajoute 
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cette substance a la culture immédiatement aprés le premier préléve- 
ment et on préléve un nouvel échantillon aprés un temps donné de 
contact ; cet échantillon est traité comme ci-dessus. 

On étale 0,3 ml du liquide surnageant (correspondant aux bactéries 
contenues dans 1 ml de Ja suspension en expérience) sur des petites cou- 
pelles d’aluminium. de 15 mm de diamétre et 3 min de hauteur, on séche 
sous une lampe & infra-rouges et on détermine la radioactivité d l’aide 
d’un compteur de Geiger. Le bruit de fond variait entre 12 et 14 impul- 
sions/minute. Tous les échantillons étaient en double et le nombre 
d’impulsions comptées pour chaque échantillon était toujours supérieur 
& 1000. Dans les conditions décrites, il n’y avait pas d’auto-absorption 
et les impulsions comptées étaient proportionnelles 4 la radioactivité 
totale de l’échantillon. La reproductibilité était meilleure que 5 p. 100. 
Les échantillons trés radioactifs étaient dilués de facon que la radioacti- 
vité étalée sur la coupelle représente moins de 3 000 impulsions/minute. 

Lorsqu’on veut également déterminer la radioactivité incorporée sous 
forme insoluble, le culot centrifugé aprés ébullition est relavé et remis 
en suspension dans 1,5 ml d’eau distillée dont 0,38 ml sont étalés en 
double. La radioactivité mesurée correspond 4 1 ml de la culture origi- 
nale. Elle représente l’incorporation dans les protéines. En effet Roberts 
et coll. [3] ont montré que la valine exogéne ne contribue qu’a la valine 
et a la leucine des protéines et ne s’incorpore pas aux fractions non 
protéinigques. Nous avons vérifié que la radioactivité de la suspension 
étalée est égale A celle du précipité trichloracétique froid correspondant. 

Pour J’interprétation des résultats, il faut tenir compte du fait qu’une 
certaine fraction de la radioactivité mesurée (contamination) corres- 
pond a Ja quantité de valine présente dans le volume liquide constitué 
par l’espace aqueux (1) des bactéries, plus le volume du liquide intersti- 
tiel et Je volume du liquide adhérant encore aux parois. Nous verrons 
par la suite que le phénoméne de concentration que nous allons décrire 
est supprimé par le 2-4-dinitrophénol. On peut donc, en présence de cet 
inhibiteur, déterminer le volume liquide correspondant a cette conta- 
mination. Dans nos conditions expérimentales, nos résultats montrent 
que cette contamination correspond 4 un volume variant entre 0,001 
et 0,005 ml. Dans le cas étudié ici, la contamination est négligeable 
par rapport A la fixation spécifique tant que la concentration externe 
de Ja DL-valine est inférieure 4 10-4M. Dans nos expériences, nous 
n’avons donc jamais dépassé cette concentration et, en conséquence, 
nous n’avons pas eu a introduire une correction pour la concentration 
intraceUulaire. 

La concentration de la valine exogéne dans les bactéries étant, comme 
nous le verrons, un phénoméne réversible, la quantité de valine intra- 
bactérienne concentrée est fonction de la concentration dans le milieu 
externe, et les expériences doivent étre faites dans des conditions ot 
la concentration externe ne varie pas sensiblement. Lorsqu’il n’était 
pas possible d’opérer dans des conditions ou la proportion de la valine 
fixée était négligeable par rapport a la valine totale, la correction néces- 
saire était apportée pour l’évaluation de la concentration externe réelle. 


(1) Rappelons que l’espace aqueux (water [3]) est défini comme 
le volume de la bactérie dans lequel la concentration d’un métabolite 
est identique 4 sa concentration dans Je milieu externe. 
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La densité optique des suspensions microbiennes est déterminée 2. 
laide de 1’électrophotométre de Meunier et la quantité d’azote bactérien 
par ml est calculée A V’aide d’un coefficient de conversion déterminé 
expérimentalement. De méme, le nombre de bactéries par unité de 
volume est déduit de ja densité optique, 4 l’aide également d’un coeffi- 
cient de conversion déterminé pendant la phase exponentielle et cor- 
respondant 4 un poids de 7 x 10—7 wg par bactérie en moyenne. 

Le 5-méthyltryptophane a été utilisé dans un certain nombre d’expé- 
riences afin de permettre 1’étude de la cinétique de la concentration 
dans des conditions ou la capacité totale de concentration par unité de 
volume reste constante au cours de l’accroissement de la masse bacté- 
rienne. En effet, si l’on ajoute & des cultures de £. coli en phase expo- 
nentielle de croissance, du 5-MT a Ja concentration de 5 x 10-—+ M, leur 
densité optique continue d’augmenter (plus lentement cependant que 
dans les cultures normales), mais leur capacité de concentration de la 
valine reste constante par unité de volume de culture, comme nous le 
verrons au cours de ce travail. 


RESULTATS. 


A. — Concentration intracellulaire spécifique réversible 
de la L-valine exogéne. 


CONCENTRATION DE LA L-VALINE RADIOACTIVE. — Voici une expé- 
rience typique. Souche K 12 S. Concentration de DL-valine 
radioactive : 5 x 10-®M, soit 250 impulsions-minute/ml cor- 
respondant a lisomére L. Aprés une minute de contact a 37° C, 
on trouve 115 impulsions-minute dans les bactéries de 1 ml de 
culture, qui représentaient un poids de 189 ug, soit un poids 
humide de Vordre de 1 mg et un volume de 10—* ml, si lon 
admet que les bactéries ont une densité de 1. On a donc réalisé 
une concentration de : 


= 460 fois 


A la concentration de valine employée, la contamination par 
le milieu est de Vordre de 0,5-8 impulsions-minute. 


TEMPS NECESSAIRE POUR LA CONCENTRATION MAXIMALE DE LA 
L-vatinE. — Si l’expérience est faite en présence de 5-MT, qui 
inhibe Vaccroissement de la capacité totale de concentration 
dans la masse bactérienne en croissance, la concentration est 
maximale aprés une minute de contact si l’expérience est 
effectuée a 37° C. Si lexpérience est faite a 0°C, un temps de 
ordre de cent vingt minutes est nécessaire pour obtenir la 
concentration maximale. Cependant, la valeur absolue de la 
concentration maximale aux deux températures est identique 
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(tableau I). Par la suite, le temps de contact choisi a done été 
d’une minute A 37° C. 


Tasreau I. — Temps nécessaire pour la concentration maximale 
de valine radioactive. 


Concentration spécifique réversi- 
ble/bactéries de 1 ml de culture 


Température Temps d'incu-| N bactérien 
bation (min.) pg/ml cult. Impulsions-mn moles x 10° 
L-valine 


E. coli K 12, mutant valine-résistant. Les expériences 4 0° C et & 37° C sont faites 
en présence de 5-MT 5.104 (la valine est ajoutée aprés un contact de trente minutes 
de la culture avec le 5-MT). DL-valine radioactive : 10—4 M. 


PROPORTIONNALITE ENTRE LA QUANTITE DE BACTERIES ET LA QUAN- 
TITE DE L-VALINE RADIOACTIVE CONCENTREE. — Si l’expérience 
est faite avec une quantité de valine suffisante (5x10—-°M de 
DL-valine), la radioactivilé concentrée est strictement propor- 
tionnelle a la quantité de bactéries utilisée, dans une zone allant 
de 3 4 30 ug N bactérien/ml (fig. 1). Nous appellerons capa- 
cité spécifique de concentration la capacité de concentration par 
unité de poids bactérien, par opposition a la capacité totale de 
concentration, définie comme la capacité de concentration de 
Vunité de volume de culture. 


EQUILIBRE DE LA REACTION. AFFINITE DE LA VALINE POUR LES 
BACTERIES. — Si l’on détermine la quantité de valine concentrée 
en fonction de la quantité de valine externe, on obtient une courbe 
d’adsorption typique. La capacité de concentration maximum du 
systéme correspond a 3,6 x 10® molécules de L-valine par bac- 
térie en moyenne (onze déterminations indépendantes, les valeurs 
extrémes étant 2,2 x 10° et 5 x 10® molécules par bactérie). Elle 


Impulsions-mn/bactéries de Imi de culture 


300 


200 


100 


2 


10 


0 30 
Hg N/ml culture 


Fic. 1. — Proportionnalité entre la quantité de bactéries 
et la quantité de L-valine radioactive concentrée. E. coli K 12S. 


Impulsions -mn/bactéries 
150} 7”? de tml de culture 


100 


50 


O° 12,5 25 SVAS) 


conc. l-valine x10? 


Fic. 2. — Effet de la concentration externe de la valine 
sur Ja concentration spécifique réyersible. E. coli K 12S. 
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est atteinte a partir d'une concentration externe de 5 x 10-5 M de 
L-valine (fig. 2). 

La constante de dissociation apparente du systeme est trés 
faible, de l’ordre de Ku-yaline = 3 x 10-° M (fig. 2). Cette 
valeur a été déterminée en corrigeant les valeurs des concentra- 
lions externes (tableau II). En effet, pour les concentrations faibles 
de valine, Je phénoméne de concentration intracellulaire fait 
baisser sensiblement la concentration externe. La capacité spéci- 
fique de concentration du systéme et la constante de dissociation 
sont identiques pour le type sauvage de K 12 S et pour le mutant 
valine-résistant. 


Tasteau Il. — Affinité de la L-valine pour le systéme 
de concentration spécifique (E. coli K 12 S). 


Concentration externe | Impulsions—mn/ml | Impuleions-mn fixées} Impulsions-mn de | Concentration externe 
ée L-valine correspondants /ml de culture I-valine externe |de L-valine corrigée 
x corrigées 
20 42 


On voit que nos résultats sont exprimés en L-valine. On verra 
plus loin, en effet, que seule la L-valine est concentrée. 

L’analyse chromatographique du matériel extrait par ébullition 
des bactéries ayant concentré de la valine pendant une minute 
montre que ce matériel consiste uniquement en valine, non 
modifiée. 


CONDITIONS NECESSAIRES POUR LA CONCENTRATION. — La concen- 
tration spécifique de la L-valine exige une source d’énergie. 


Dans le tableau III, on voit que si Vexpérience est faite en 
Vabsence d’une source externe d’énergie (succinate), la concen- 
tration spécifique est réduite de 71 p. 100. Si l’expérience est 
cffectuée en présence d’azoture de sodium 1,5 x 10~*M ou de 
2-4 dinitrophénol 10—* M, la concentration spécifique est réduite 
respectivement de 84 et 92 p. 100. Si l’on ajoute lazoture a une 
culture ayant déja concentré de la valine radioactive, on observe 
une perte lente de la valine préalablement concentrée : apres 
trente minutes, les bactéries contiennent encore 44 p. 100 de la 
valine qu’elles avaient concentrée avant l’addition de l’azoture. 
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Tasteau Ill. -- Effet de absence d’une source d’énergie et de l’addi- 
tion d’agents inhibiteurs des phosphorylations sur la concen- 
tration spécifique de la L-valine. 


Concentration spécifique réver- 
pible/bactéries de 1 ml de culture 
Expérience Conditions expérimentales |N bactérien/ml -———-----+ Inhibition 


Impulsione-mn moles x 1071+ p. 100 
I-valine 


Di-valine 5 107M 


avec succinate 
sans succinate 


Milieu complet 
a) - Di-valine 5.107°M 


b) - ¥,Na 1,5.107°m 
contact 5 mn, puis 
Di-valine 5.107 


c) - comme b, mais avec 34 
2,4 dind trophénol 107 


Milieu complet 
DI-valine 107“ 
contact 1 mn, puis 

N,Na 15.10" ~ey 

contact 1 minute 
"- 5 minutes 
* 30 minutes 


E, coli K 12S. Concentration de la DL-valine radioactive indiquée pour chaque 
expérience. Dans l’expérience 1, les bactéries sont centrifugées, lavées deux fois 
avec du milieu sans succinate et réparties dans 2 fioles, l'une contenant du succi- 
nate & 0,25 p. 100, autre ne contenant pas de source de carbone. Les deux cultures 
sont agitées pendant trente minutes (pour épuiser les réserves des bactéries du 
milieu sans succinate) avant l’addition de valine. Les expériences I et III ont été 
effectuées en présence de 5-MT5.10—*M, lVexpérience IJ sans 5-MT. 


SPECIFICITE DE LA FIXATION DE LA L-VALINE. D&PLACEMENT 
comprtitir. — Hirsch et Cohen [5, 6] ont montré que la L-leucine 
et la L-isoleucine, analogues structuraux de la valine, sont des 
antagonistes de cet aminoacide chez Escherichia coli. 

Si Pon ajoute a des bactéries ayant déja concentré de la valine 
radioactive, de la leucine ou de l’isoleucine en quantité suffisante, 
la valine est presque totalement chassée des bactéries en une 
minute a 37°C. Il en est de méme dans le cas de la norleucine 
(tableau IV). 

Une étude quantitative de ce phénoméne montre que le rapport 
antagoniste/valine nécessaire pour obtenir un déplacement de 
50 p. 100 de la valine radioactive est constant, ce qui indique une 
réaction compétitive. Par conséquent, tout se passe comme si la 
valine se concentrait grace a un systéme pour lequel la leucine, 
Visoleucine et la norleucine auraient également de Paffinité 
(tableau V). Ce systeme est spécifique ; en effet, des aminoacides 
sans relation structurale évidente avec la valine, tels que la phényl- 
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Tasreau IV. — Déplacement de la valine préalablement concentrée 
par E. coli K 12 S par d’autres aminoacides. 


Concentration dans les bacté- 
ries de 1 ml de culture 


Additions = }. === === === 2 po---------- 2p | Inhibition 
Impulsions-mn | moles x 10~ p- 100 
L-valine 
Pr 0) 329 165 
peste taasis 5 .107°M 54 27 83 
0 293 147 
aes cael 107° 38 19 87 
ewe a a pn a a = ef isk os aa baw a ct oss pe eo 
: 0 309 | 155 
I~leucine 5.107°M 43 22 86 
ieee l Geamaag apna aga cine wea nar wane n nanan nnn nprnn nnn nanan nnn ba wanna enna = 
S 0 305 153 
I-leucine 107M 33 17 89 
. 0 291 146 
I-valine non radioactive 5.107°M 99 | 50 66 
: 0 304 | 152 
[zovenine non radioactive 107M 41 21 86 
4 0 307 154 
Di-norleucine 107° 67 34 80 
0 300 150 
I-phénylalanine 107°M 288 | 144 4 
0 325 163 
l-proline 107° 377 189 0 
0 345 173 
DL-méthionine 107°M 315 158 | 9 
ry) 341 171 
DI-méthionine 5 x 107°M 319 160 - 7 
0 347 174 
DL-méthionine 107° 293 147 Ae 16 
0 305 153 
DL-méthionine 107°M 206 103 32 
0 3 300 150 4 
Di-thréonine 10 ™ a ie ge 
N hactérien/ml de culture : 27 pg. Concentration de la DL-valine radioactive : 


10—5M = 5.10—®M en L. 


alanine, la proline, la thréonine ou la méthionine ne chassent pas 
du tout la valine préalablement concentrée, ou n’en chassent qu’une 
faible fraction et seulement s’ils sont utilisés 4 concentration élevée 
(tableau IV). Nous discuterons plus loin Ja question de savoir si le 
phénoméne de concentration est di a des accepteurs stoechiomé- 
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triques ou a un systéme a propriétés enzymatiques n’intervenant 
que comme catalyseur. Pour le moment, nous étudierons les pro- 
priétés de spécificilé de ces « accepteurs » sans préjuger de leur 
nature ou de leur fonction précise dans le systéme de concentration. 


Tastuau V. — Caractére compétitif du déplacement de la L-valine 
radioactive par la L-isoleucine et par la DL-norleucine. 


L-valine 
dioactive 


E. coli K 12S. N bactérien/ml de culture = 18 ps (exp. I) et 16 ug (exp. I). 


L’isoleucine et la leucine sont les antagonistes les plus efficaces 
(50 p. 100 d’inhibition pour un rapport antagoniste/valine = 
0,5 — 1,0) alors que la norleucine est beaucoup moins active 
(50 p. 100 d’inhibition pour un rapport norleucine/valine > 10). 
La L-valine non radioactive déplace également la valine radioactive 
préalablement concentréc. 

L’ordre d’addition est absolument indifférent ; Visoleucine par 
exemple exerce le méme effet de compétition qu’elle ait été ajoutée 
avant ou aprés Ja valine. Ce fait indique que la concentration intra- 
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cellulaire spécifique est un processus réversible (cecil ne préjuge 
pas de la réversibilité ou non des différentes réactions qui peuvent 
le consltuer), ce qui était déja évident du fait que l’on peut 
atteindre un équilibre mesurable. 

Seuls les composés de la série L ont de l’affinité pour les 
accepteurs spécifiques : en effet, la D-valine, la D-leucine et 
la D-isoleucine ne chassent pas la valine radioactive (tableauVI) ; 
on en déduit que dans nos expériences, effectuées avec de la 
DL-valine, seul l’isomére L se concentre, ce qui justifie que nos 
résultats soient exprimés en ne tenant compte que de la L-valine. 


Tasreau VI. — Conditions structurales requises 
pour le déplacement compétitif. 


Concentration dans les bactéries de 1 ml de culture 


Additions 
M 


(0) 

L-isoleucine 5.107> 
L-leucine 5.107> 
L-valine non radioactive 107 
D-valine 107° 
D-isoleucine 107 
D-leucine 107° 
DL-dibutylalanine 5.107? 
DL-dibutylalanine 107? 
DL-N-monomé thylvaline 107? 
Dl-valinamide 107? 

Acide DL-a-amino-a-méthyl valé- 


2 


3 


rianique 107? 
DL-diphénylalanine 10° 
DL-dibenzylalanine 10°” 


3 


E. coli K 12 8-N bactérien : 27 g/ml; DL-valine radioactive : 5.10—®M en L. 
(*) Cette valeur est une valeur moyenne ; les témoins sans addition de chaque 
expérience n’en différent au maximum que de + 7 p. 100. 


La substitution du groupe aminé ou du groupe carboxyle sup- 
prime l’affinité pour les accepteurs : la DL-N-monométhylvaline 
et la DL-valinamide ne déplacent pas la valine préalablement 
concentrée. Si les deux restes méthyle du groupe isopropyle de 
la valine sont remplacés par des restes butyle, phényle ou ben- 
zyle, Vaffinité disparait également. De méme, l’acide o-amino-a- 
méthylvalérianique est dépourvu d’affinité (tableau VJ). 

En résumé, seuls les composés de la série L ayant un groupe 
carboxyle et un groupe aminé non substitués, et une configuration 
non indifférente de leur extrémité non polaire, présentent de laffi- 
nité pour le systeme de concentration spécifique de Ja L-valine. 

Les peptides contenant de la valine, de la leucine et de liso- 
leucine n’ont pratiquement pas d’affinité pour les accepteurs 
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spécifiques de la L-valine, ce qui correspond a ce qui a déja été 
yu plus haut avec la valinamide. Le plus actif de ceux qui ont 
été essayés, la glycyl-L-isoleucine, ne provoque qu’une inhibition 
de 50 p. 100 pour un rapport peptide/L-valine = 100, alors que 
cette méme inhibition dans le cas de Ja L-isoleucine est obtenue 
pour un rapport L-isoleucine/L-valine = 0,5 — 1,0 (tableau VII). 
L’inhibition faible par les peptides ne semble d’ailleurs pas avoir 
un caractére compétitif. Cet effet est d’ailleurs da, en partie, 
a hydrolyse rapide des peptides par les cultures de E. coli, qui 
nest pas négligeable, méme en une minute. Les peptides non 
hydrolysés (D-valyl-L-valine, L-valyl-D-valine, DL-valinamide) 
sont absolument sans effet (tableau VII). 


Tasteau VII. — Effet des peptides sur la valine radioactive 
préalablement concentrée. 


Additions Concentration dans les bact¢éries de 1 ml de culture 


M 


11 


Impulsions/minute moles x 10. L-valine 

0 94 
L-valine non radioactive 107° 13 
[-leucine 107° a5) 
L-isoleucine 107? 15 
DL-valyl-Dl-alanine 107? 64 

(25.1007 eneiel) 
L-valyl-D-valine 94 
N-valyl-L-valine 92 
L-lysyl-l-valy1-L-phény1l- : 

alanylglycine 107? 95 
L-prolyl-I-leucine 81 


Glyecyl-L-isoleucine 10”? 55 | 


N bactérien : 18 g/ml; DL-valine radioactive : 5.10—8M en L. 


INDIE:PENDANCE ENTRE LA CONCENTRATION INTRACELLULAIRE SPUCI- 
FIQUE DE LA VALINE ET LA SYNTHESE DES PROTEINES. — I] n’est pas 
nécessaire qu'il y ait des synthéses pour que la concentration 
spécifique ait leu comme le montrent les faits suivants : 

La concentration spécifique de Ja valine n’est pas affectée par 
absence d’autres aminoacides : par exemple, elle a lieu chez un 
mutant exigeant la méthionine aussi bien en absence qu’en pré- 
sence de méthionine ; elle n’est pas affectée par la présence 
d’analogues structuraux, tels que les 4- et 5-méthyliryptophane 
(tableau VIII), qui inhibent la synthése du tryptophane a partir 
de V’indole et de la sérine [7, 8] ou la B-2-thiénylalanine qui inhibe 
utilisation de la phénylalanine [9]. Enfin, en présence de chlor- 
amphénicol, l’incorporation dans les protéines est tolalement sup- 
primée, mais la concentration intracellulaire spécifique n’est pas 
affectée (tableau IX), 
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Tasteau VIII. — Absence d’effet du 5-méthyltryptophane 
sur la concentration spécifique réversible de la valine. 


Concentration spécifique réversible/bactéries de 
1 ml de culture 


Fioles|DL-valine radioactive Série B 


moles x 10722 


L-valine 


1,25.107° 


E. coli K12 8. Les fioles de la série A contiennent du 5-MT5.10—4M (pré- 
incubation de trente minutes). Les fioles de la série B n’en contiennent pas. 
N bactérien/ml : 18 pg. 


Tasteau IX. — Absence d’effet du chloramphénicol 
sur la concentration spécifique de la valine radioactive. 


Piole sans chloramphénicol Fiole avec chloramphénicol 
Concentration spécifique|Incorporation dans les|Concentration spécifique] Incorporation dans le: 
Temps |réversible/bactéries de|protéines des bactéries|réversible/bactéries de|protéines des bactéries| 
de 1 ml de culture 1 ml de culture de 1 ml de culture 


“11 1 valine 


minutes 


moles x 10 


E, coli K 128, Le chloramphénico] est utilisé 4 une concentration de 40 yg/ml 
et est laissé cinq minutes en contact avec la culture avant l’addition de valine. 
La concentration spécifique réversible est mesurée comme d’habitude, aprés une 
minute 4 37° C. On laisse les deux cultures en présence de la valine radioactive 
pour vérifier l’absence de synthése protéique en présence de chloramphénicol. 
Expérience sans 5-MT. Bactéries initiales : 18 yg N/ml. 


La concentration spécifique se produit beaucoup plus rapide- 
ment que l’incorporation de la valine dans les protéines bacté- 
riennes. En fait, la concentration atteint son maximum au bout 
d’une minute, alors que l’incorporation est encore négligeable. 


EFFET DES FAIBLES CONCENTRATIONS DANTAGONISTE. — Aux 
concentrations sub-inhibitrices de L-leucine et de L-isoleucine, 
on observe une augmentation, par rapport au témoin sans inhi- 
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biteur, de la quantité de L-valine réversiblement concentrée ; cette 
augmentation devient moins importante au fur et 4 mesure que 
s’accroit la concentration de l’antagoniste (tableau V). Ce phéno- 
mene remarquable, pour leque] nous ne pouvons fournir aucune 


Tanrrau X. — Spécificité du déplacement de la L-phénylalanine 
préalablement concentrée. 


Concentration dans les bactéries 
de 1 ml de culture 
Additions ————E 
moles x 10722 
L-phénylalanine 


(0) 


L-phénylalanine 107° 


D-phénylalanine 10° “M 


0) 
2. 


L-isoleucine 10 “M 
0 
DL-f-phénylaérine 


0 
Phénylpyruvate de Na 107° 


to) 


3 


DL-B-phényllactate de Na 10 “M 


fe) 


DL-parafluorophénylalanine 107m 


FE, coli, mutant valine-résistant de K 12. N bactérien : 19,8 pg/ml. DL-phényl- 
alanine radioactive 5.10—5M. Activité spécifique : 122.700 impulsions-minute/ 
mole—®. Mémes conditions expérimentales que pour la valine. Temps de contact 
de Ja phénylalanine et de Vinhibiteur : une minute. 


explication, trouve un paralléle exact dans l’effet des concentra- 
tions faibles d’antagoniste sur la croissance des mutants exigeant 
la valine, comme nous le verrons dans la seconde partie de ce 
travail. 


L’ensemble des observations discutées ci-dessus montre que 
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Jes cellules de £. coli concentrent réversiblement la valine 
exogene, que ce phénoméne de concentration fait intervenir un 
systeme stériquement spécifique et qu’il est couplé au métabo- 
lisme énergétique. Nous avons pu montrer l’existence d’un phéno- 
méne analogue, et par conséquent de systémes de concentra- 


Tasrrau XI. — Spécificité du déplacement de la L-méthionine 
préalablement concentrée. 


Concentration dans les bactéries 
de 1 ml de culture 
Fioles Additions 


0 
L-méthionine 1074 


(0) 


4y 


D-méthionine 107 


(0) 
L-norleucine 1074m 


(0) 


D-norleucine 1074M 


0 
L-proline 107°M 


1@) 
L-phénylalanine 107° 


E, coli K128. N bactérien : 27 pg/ml. DL-méthionine radioactive 5.10—°M. 
Activité spécifique : 390.000 imp./mn/mole—®. Mémes conditions expérimentales 
que pour la valine et la phénylalanine. 


tion spécifique pour la méthionine (*°S), pour la tyrosine (2-™C), 


et pour la phénylalanine [3-"*C] (tableaux X et XI). 

Dans la seconde partie de ce travail, nous allons étudier les 
corrélations entre la concentration intracellulaire spécifique 
réversible et l’utilisation ou les effets de la valine, de la leucine 
et de l’isoleucine exogénes sur différentes souches de E. coli. 
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B. — Interprétation des effets de la valine, de la leucine et de 
V'isoleucine exogénes sur la croissance de IE. coli K 12 S et 
sur la croissance de mutants de EF. coli exigeant ces amino- 
acides. 


Cas DE LA soucne sAuvace E. cori K 12 S. — On sait que la 
croissance de la souche sauvage de E. coli K 12 S est inhibée 
par la L-valine et rétablie par la L-isoleucine [40]. Umbarger {44 
pense que l’extréme sensibilité de cet organisme a la L-valine 
(une concentration de 5 x 10-’M inhibe la croissance 4 partir 
d’un inoculum de 10° bactéries) est due a ce que la synthése 
de Visoleucine chez cet organisme serait relativement lente. I] 
suppose que la réaction limitante dans cette synthése serait 
trés précoce, antérieure en tout cas au stade de l’homosérine : 
en effet, Vhomosérine, la thréonine et les autres composés 
impliqués comme précurseurs de Jisoleucine, et l isoleucine 
elle-méme, accroissent notablement le taux de croissance de K 12. 
Cohen et Hirsch (observations non publiées) ont montré effective- 
ment que Vactivité du systéme synthétisant Vhomosérine était 
moins élevée chez K 12 que dans d’autres souches de E. colt. 

Cependant, la croissance de K 12 S, imhibée par la valine, 
peut étre également rétablie par la L-leucine (a la place de la 
L-isoleucine) d’une maniére compétitive [42], ce que nous avons 
vérifié. 

Le parallélisme entre ces antagonismes et ceux que révéle 
la fixation spécifique réversible est remarquable : le rapport iso- 
leucine/valine, nécessaire pour chasser 50 p. 100 de la valine et 
pour rétabir la croissance de 50 p. 100, est sensiblement le 
méme. Il n’est done pas douteux que l’effet toxique de la valine 
sur la croissance de K 12 ne soit conditionné par sa concen- 
tration spécifique. IL est également évident que Veffet de Viso- 
leucine, rétablissant la croissance, est di a son antagonisme 
vis-a-vis du phénoméne de concentration. Toutefois, il faut sup- 
poser que V’effet inhibiteur de la valine, s’il est conditionné par 
la concentration, n’en est cependant pas une conséquence inhé- 
rente, puisque le mutant valine-résistant de K 12 présente le 
phénoméne de concentration dans des conditions identiques a la 
forme sauvage valine-sensible. En conclusion, l’effet toxique de 


la valine n’est pas obligatoirement lié A son antagonisme avec 
V isoleucine, 


Cas DES MUTANTS AUXOTROPHES EXIGEANT LA L-VALINE, LA 
L-Leucine ET LA L-tsoLeucine. — Ici encore, les antagonisrnes 
révélés par la croissance trouvent un paralléle avec le phéno- 
méne de concentration. 


Hirsch et Cohen {6} ont décrit V’inhibition compétitive de la 
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croissance de la souche ML 328c exigeant Ja L-leucine par la 
L-valine et la L-isoleucine. Nous avons étendu ces observations 
a des mutants exigeant respectivement la L-isoleucine (M 97-21) 
et la L-valine (ML 328f et M 48-62) pour leur croissance. 

La croissance du mutant M 97-21 est compétitivement inhibée 
par la L-valine quoique le rapport L-valine/L-isoleucine néces- 


saire pour inhiber la croissance soit beaucoup plus élevé que 
chez K 12 (tableau XII). 


Tasreau XII. — Inhibition compétitive par la L-valine de la croissance 
du mutant de E. coli M 97-21, exigeant la L-isoleucine. 


Leisoleucine: l-valine Croissence Index d'inhibition (*) 
| N M (unités Meunier) 
5.1076 0 


(*) Défini comme le rapport inhibiteur/facteur de croissance supprimant tota- 


lement la croissance. 
Pour les conditions de cette expérience et de celles décrites dans les tableaux XIII, 
XV et XVI, voir Hirsch et Cohen [6]. 


La croissance des mutants ML 328f et M 48-62 est compétiti- 
vement inhibée par Ja L-leucine et la L-isoleucine [5] et par la 
DL-norleucine. 
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Le tableau XIII décrit inhibition par la norleucine. Dans !e 
cas de ces mutants, nous avons pu vérifier que les antagonistes 
agissent en excluant Vaminoacide facteur de croissance des 
systémes responsables de sa concentration dans les cellules. 
L’isoleucine déplace la valine et les rapports de compétition 
sont du méme ordre que ceux que permeltent de délterminer les 
expériences de croissance. Dans ce cas, c’est l’incorporation de 


Tastrau XIII. — Inhibition compétitive de la croissance 
du mutant ML 328f exigeant la L-valine pour sa croissance. 


L-norleucine Croissance 
M (unités Meunier) 


La DL-norleucine a été employée, mais l’isomére L seul étant actif, la concen- 
tration de cet aminoacide est exprimé en isomére L. 


la valine exogéne dans les protéines qui semble étre conditionnée 
par le phénoméne de concentration spécifique. 


RELATIONS ENTRE L’INCORPORATION DE LA VALINE EXOGENE ET SA 
FIXATION SPECIFIQUE. — La croissance du mutant valine-résis- 
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tant de K 12S, que nous avons isolé par sélection en présence 
de valine [4] n’est pas affectée par la valine ou Visoleucine. La 
figure 3 montre que le taux de croissance est identique en pré- 
sence de ces aminoacides ou en leur absence. 

Selon Roberts et coll. [8], si l’on cultive E. coli en présence de 
valine radioactive, 95 p. 100 de la valine incorporée dans les 
protéines sont radioactives. 

Avec le mutant valine-résislant, nous avons suivi l’accroisse- 
ment de la radioactivité de la protéine ainsi que l’accroissement 
de la radioactivité extractible en fonction de J’accroissement 
de la masse bactérienne, dans une culture faite en présence de 


Croissance 
300. (unités Meunier ) oe 
250 oe 
ee, 
s 
200 oa +» Aucune addition 
we e: +DL-valine 104M 
ea -4 
+ a- +¢+DL-valine 10%*M 
* So et L-/soleucine 
+f /0%M 
Wa = 
ie Temps (mn) 
Fic. 3. — Croissance du mutant valine-résistant de E. coli K 12S, en l'absence 


de toute addition, en présence de valine, et en présence simultanée de valine 
et Wisoleucine. Le méme résultat est obtenu avec FE. coli ML, type sauvage. 


DL-valine radioactive 10-*M. On voit (fig. 4), que dans ces 
conditions, la radioactivité incorporée totale s’accroit linéaire- 
ment en fonction de l’accroissement de la masse bactérienne. La 
pente de la droite obtenue mesure la radioactivité spécifique de 
la valine dans les protéines synthétisées a partir du moment de 
addition. 

Lorsque les cultures sont faites en présence de concentra- 
tions croissantes d’isoleucine, la radioactivité spécifique de la 
valine dans les protéines diminue jusqu’a s’annuler pratique- 
ment (fig. 4). Comme la présence ou l’absence de valine ou 
d’isoleucine demeure sans effet sur la croissance de ces bac- 
téries (fig. 3), il n’est pas vraisemblable que leur teneur en 
valine varie notablement ; la valine incorporée en présence d’iso- 
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leucine est done de la valine non radioactive synthétisée par les 
bacléries a partir de la source de carbone employée (succinate). 

Dans le cas de la souche valine-résistante, l’isoleucine déplace 
done encore la valine, mais il n’en résulte aucun avantage ou 
désavantage pour la culture, les bactéries n’étant ni sensibles a 
la valine comme K12S sauvage, ni exigeantes en valine 
comme ML 328f. Nous en arrivons donc 4 une explication 


/mpulsions-minute/protéimnes + 
de tml ae cu/ture 


D- valine 
2x10*M 


a /dem+L-rsaleucine 
2x10 *M 

idem + L-isoleucine 
83x10*M 


A /dem+L-isoleucine 
2x10%M 


° 


1S 20 25 yg WV bactérien/ml 


Fic. 4. —a Incorporation de L-valine radioactive en absence et en présence de 
concentrations croissantes de L-isoleucine. Mutant valine-résistant de E. coli 
K i2 S. Le méme résultat est obtenu avec E. coli ML, type sauvage. 


unitaire de Vantagonisme valine-isoleucine chez K 12, chez les 
mutants exigeants de E. coli et chez les souches qui ne sont ni 
sensibles ni exigeantes. Le phénoméne commun est le blocage 
compétitif du systéme de concentration spécifique responsable 
de sa concentration. Le tableau XIV résume la situation. 


ErFET DES FAIBLES CONCENTRATIONS D’ANTAGONISTE SUR LES 
MUTANTS EXIGEANTS. — Avec de nombreux mutants, si l’on utilise 
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Tasteau XIV. — Résumé des interactions entre valine, 
leucine et isoleucine. 


Effet 
aber eae pariah 


Isoleucine 


Valine-sensible Taveine 


Déplacement compétitif croissance rétablie 


Isoleucine 


Valine exigeant Leucins 


Déplacement compétitif£ croissance inhibée 


Vraisemblablement 


déplacement compétitif£ croissance inhibée 


Valine Vraisemblablement 


Isoleucine déplacement compétitif croiseance inhibée 


Leucine exigeant 


EK i223, Hul. Incorpore la 
mutant waline-| Résistant & la valine Isoleucine Déplacement compétitif valine endogéne au 
résistant lieu de l'exogéne. 


Tapteau XV. — Effet de l’isoleucine et de la leucine sur la croissance 
du mutant ML 328 f exigeant la L-valine. 


Croissance 
(unités Meunier) 


des concentrations non optimales de l’aminoacide facteur de 
croissance, on observe souvent que l’addition de certains autres 
aminoacides, en particulier d’aminoacides ayant une relation 
structurale avec le facteur de croissance, se traduit par un ren- 
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dement final supérieur en bactéries (effet d’épargne = sparing 
effect). 

Dans le cas particulier qui nous intéresse, on note un effet 
d’épargne de l’isoleucine et de la leucine sur la croissance du 
mutant ML 328f qui exige la ‘L-valine : pour une concentration 
de L-valine de 5 x 10-*M et une concentration de L-isoleucine 
de 2,5 x 10-* M, on obtient, aprés dix-huit heures de croissance, 
un rendement final en bactéries supérieur A celui obtenu avec 
une concentration de 10-*M de valine seule (tableau XV). Ce 
résultat est & comparer avec l’effet des faibles concentrations 
de L-isoleucine qui accroissent la quantité de L-valine concentrée 
spécifiquement et réversiblement (tableau V). Nous ne pouvons, 
pour l’instant, fournir aucune interprétation de ce phénoméne. 
Mais lon voit qu’ici encore, le parallélisme entre les effets de 
Visoleucine dans la croissance et ses effets observés sur le sys- 
téme de concentration spécifique est entier et se poursuit jusque 
dans certains détails particuliérement caractéristiques. 


[EssaI D’EXPLICATION DU COMPORTEMENT DES PEPTIDES CHEZ LES 
MUTANTS D Escherichia coli. — Hirsch et Cohen {6} ont constaté 


Tastzau XVI. — Sensibilités comparées de la croissance de ML 328 f 


sur L-valine ou sur peptides contenant de la L-valine 4 la L-iso 
leucine. 


I-valine| Dl-valylglycyl |Dl-valyl- L-isoleu- Croissance 
Di-phénylalanine cine -|(Unités Meunier) 


Les concentrations des peptides sont données en L. Quand les peptides contien- 
nent plus d'un aminoacide optiquement actif, la concentration est celle de l'iso- 
mére L-L en faisant l’hypothése que les isoméres D-D, L-D, D-L sont sans action 
sur la croissance. Des résultats essentiellement identiques sont obtenus avec la 
L-leucine comme antagoniste au lieu de la L-isoleucine. 
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que si on faisait croilre la souche ML 828c, exigeante en leucine, 
en présence de peptides contenant de la leucine (glycyl-L-leucine 
ou L-leucyl-glycine), la croissance devenait insensible A la 
L-valine et a la L-isoleucine. Ces résultats ont été étendus 
a ML 828f, exigeant la L-valine. Chez cet organisme la crois- 
sance est inhibée compétitivement par la L-leucine ou la L-iso- 
leucine. Par contre, la croissance sur les peptides contenant de 
la L-valine n’est pas affectée par ces inhibiteurs (tableau XVI). 

Nous avions, a l’époque, proposé comme interprétation pos- 
sible que les inhibiteurs empéchaient la synthése peplidique, 
mais que si un peptide était fourni préformé, les autres peptides 
a valine pouvaient étre synthétisés par transpeptidation. 

Les résultats qui sont discutés plus haut montrent que 
Vinhibition de la croissance des mutants exigeants est due a une 
compétition pour le systeme de concentration. Les peptides 
échappent a cette compétilion, ce qui est conforme aux résultats 
indiquant qu’ils n’ont eux-mémes aucune affinité pour le systéme 
en question (tableau VII). Mais ceci laisse entiére la question de 
savoir par quelle voie ils sont engagés dans le métabolisme de 
synthése protéique. 


Discussion. 


Nous venons de montrer que les cellules d’E. coli sont capables 
daccumuler activement la valine, la méthionine, la tyrosine et 
Ja phénylalanine externes. Il y a tout leu de penser que ce 
phénoméne se produit pour tous les aminoacides nalurels. A 
Véquilibre, la concentration interne peut atteindre plusieurs 
centaines de fois la concentration externe. Nos_ résultats 
démontrent que ce phénoméne de concentration intracellulaire 
est réversible (expériences d’équilibre et de déplacement), qu’il 
est lié au métabolisme énergétique (expériences a 0°C et 
a 87° C, inhibitions par lVazoture et par le dinitrophénol) ; qu il 
est hautement spécifique (déplacement compétitif par les compo- 
sés analogues seulement) et qu’il doit exister un mécanisme ou 
systéme de concentration distinct pour chaque aminoacide ou 
type d’aminoacide. 

Les propriétés cinétiques et spécifiques du systéme de concen- 
tration de la valine conduisent a envisager deux types de modeéles 
différents pour rendre compte des phénoménes. 

a) Schéma stoechiométrique. — La valine serait fixée réver- 
siblement en proportion stoechiomélrique sur des accepteurs 
spécifiques pour lesquels l’isoleucine aurait également de I’affi- 


nité, selon 


Valine + S = Valine — S 
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b) Schéma catalytique. — Dans cette hypothése, un systéme 
spécifique catalyserait le passage de la valine externe a travers 
la barriére osmotique cellulaire. La valine accumulée serait 
d’autre part libérée par un processus A qui ne ferait pas inter- 
venir le systeme en question et dont la vitesse serait propor- 
tionnelle a la quantité de valine interne. 

Les propriétés de ce systeme correspondraient donc a la défi- 
nition que nous avons proposée avec Monod [45] des perméases, 
systémes stériquement spécifiques et fonctionnellement spécia- 
lisés, assurant le passage de substrats exogénes du milieu ext¢- 
vieur. dans l’espace métabolique cellulaire. 


Perméase 


Valine externe —————> Valine interne 


Y 
Valine externe 


Dans ces conditions, la concentration interne de valine a 
Véquilibre est proportionnelle a l’activité. de la valine-perméase. 
L’addition d’isoleucine inhiberait compétitivement la perméase 
et la valine déja concentrée (et non fixée) serait transformée en 
valine externe (c’est-a-dire expulsée) sous l’action de A. 

Les deux schémas proposés expliquent tous les phénoménes 
de saturation et de déplacement compétitif. Aucun des résultats 
cinéliques ne permet de choisir une hypothése plutot que l'autre. 
D’autres considérations nous conduisent a préférer le systéme 
catalytique, mais avant de les aborder, montrons que d’autres 
modéles, a priori vraisemblables, ne peuvent étre retenus 

c) Une premiére possibilité serait un mécanisme catalytique 
oti la réversibilité serait assurée par la perméase : 


Perméase 


NX 
Valine externe —— Valine interne 


Il est évident qu’un tel schéma ne rend compte ni du dépla- 
cement compétitif (l’addition d’isoleucine devrait stabiliser le 
systéme a l'état d’équilibre atteint au moment de cette addi- 
tion) ni de la saturation. 

Si on compléte ce modeéle selon 


Perméase 


d) Valine + §S oS Valine — § 
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la perméase étant spécifique et S un accepteur non spécifique, 
on explique Ja saturation, mais non le déplacement compétitif 
spécifique. Si S est spécifique, on revient au schéma_stoechio- 
métrique compliqué d’une perméase. 

Fn résumé, nous nous trouvons done en présence de deux 
modéles acceptables, l’un stoechiométrique (a), lautre cataly- 
tique (b). : 

Dans le systéme de concentration intracellulaire réversible des 
B-D-galactosides et dans celui que nous discutons a présent, 
nous avions d’abord envisagé un schéma du_ type stoechio- 
métrique [18, 44]. Des expériences ultérieures [45, 16] nous ont 
conduit a la conclusion que, dans le cas du systéme des f-galacto- 
sides, le schéma stoechiométrique doit étre rejeté. L’analogie 
trés étroite entre les propri¢tés du systeme de concentration 
des f-galactosides et des systemes de concentration des amino- 
acides suggére done de rechercher l’interprétation de ces der- 
niers de préférence par le schéma catalytique. Pour ne consi- 
dérer que les résultats concernant les aminoacides, il faut aussi 
que le schéma admis explique de facon simple les interactions 
entre aminoacides chez les diverses souches d’E. coli. ‘Le 
modéle catalytique permet de donner une explication de ces 
interactions qui est satisfaisante jusque dans certains détails 
particulicrement caractéristiques : en particulier, il rend compte 
selon un parallélisme remarquable de tous les phénoménes 
d’inhibition compétilive observés chez E. coli sous Vinfluence de 
la valine, de la leucine et de l’isoleucine exogénes. Le modéle 
stoechiométrique, par contre, ne peut expliquer ces phéno- 
ménes qu’a l’aide d’hypothéses arbitraires supplémentaires ; en 
particulier, i] n’explique pas comment, chez E. coli ML, type 
sauvage, lisoleucine exogéne qui n’affecte pas le taux de crois- 
sance et le métabolisme, contréle la quantilé de valine exogéne 
incorporée dans les protéines, & moins d’admettre que la valine 
endogéne synthétisée a partir de succinate ne passe pas par les 
sites spécifiques. 

Ce schéma est considéré comme préliminaire. L’ensemble des 
propriétés du systéme de concentration, en particulier la nature 
des réaclions de la perméase et de A, n’est pas élucidé et c’est 
volontairement que nous n’essaierons pas de représenter le 
schéma catalytique (b) d’une facon plus précise. En particulier, 
dans le schéma simple que nous avons proposé, nous n’avons 
pas cherché a reudre compte du mécanisme de couplage éner- 
gétique, au niveau duquel a sang doute lieu Vinhibition par le 
dinitrophénol et Vazoture. Or, on aura noté que l’addition 
d’azoture A des bactéries ayant déja concentré Ja valine se traduit 
par une perte assez lente, alors que le déplacement par un 
analogue est extrémement rapide. I] semble donc que les inhi- 
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biteurs métaboliques interférent non seulement avec la réac- 
tion d’enirée, mais également avec la réaction de sortie A. 

Il parait trés vraisemblable que les systémes catalytiques 
spécifiques dont nous avons démontré l’existence sont constitués 
essentiellement par des protéines spécifiques, peut-étre par des 
protéines de la membrane cellulaire. Il ne s’agit la que d’une 
hypothése vraisemblable, mais rappelons que dans le cas de la 
galacloside-perméase, ce systeme est inductible dans des condi- 
tions identiques a celles qui permettent Vinduction de la f-galac- 
tosidase elle-méme et que Ja formation du systeme est inhibée 
par la chloromycétine. Nous avons obtenu des résultats ana- 
logues en ce qui concerne la formation de la méthionine-per- 
méase qui, pour des raisons que nous développerons ailleurs, se 
préte a ce type d’expérience. Il n’est donc pas douteux que 
activité de la galactoside-perméase et, par extension, celle des 
aminoacides-perméases, ne soit lée a la présence de protéines 
spécifiques. 

Les travaux, maintenant classiques, de Gale [4] et ceux de 
Halvorson et Spiegelman [2], ont montré qu’il y a accumulation 
de certains aminoacides chez les staphylocoques et chez les 
levures, et que cette accumulation est liée a l'utilisation d’énergie 
métabolique. Dans ces cas cependant, l’intervention de systemes 
catalyltiques spécifiques n’a pas été recherchée. 

On sait que, trés fréquemment, des phénoménes de perméa- 
bilité sélective ont été supposés pour expliquer certaines con- 
tradictions ou difficultés dans Jl interprétation de l’activilté de 
substrats métaboliques. Barrett, Larson et Kallio [417], Kogut et 
Podovski [48], Green et Davis [19] ont analysé un tel phéno- 
méne dans le cas du citrate chez Pseudomonas fluorescens et 
Aerobacler aerogenes. Il s’agit la de la biosynthése induite d’un 
systeme permettant l’accession du citrate aux enzymes du eycle 
de Krebs. Cependant, dans ce cas, il ne semble pas y avoir 
d’accumulation de citrate intracellulaire et il n’est pas possible 
de mettre en évidence directement la réaction de transfert. 

Signalons pour terminer, que Britten, Roberts et French [23], 
utilisant des techniques sensiblement différentes des notres, ont 
indépendamment mis en évidence le phénoméne de _ concen- 
tration spécifique des aminoacides chez FE. coli. Is proposent 
une interprétation du type stoechiométrique, voisine de celle de 
notre communication préliminaire [44], interprétation que nous 
avons maintenant abandonnée. 

Tout récemment, Mathieson et Catcheside [22] ont décrit, chez 
Neurospora crassa, une concentration non réversible de Vhisti- 
dine qui semble étre inhibée par toute une série d’aminoacides. 
Ce systéme pourrait étre analogue a celui d’FZ. coli, mais avec 
une spécificité beaucoup moins stricte. 
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Le transport de divers aminoacides de la série L (mais non 
de la série D) a travers l’intestin de rat, a été décrit par Agar, 
Hird et Sidhu (24}. Ce transport est inhibé par le 2-4 dinitro- 
phénol et le cyanure. Il s’agit d’un phénoméne qui n’est pas 
directement comparable a celui que nous avons étudié puisque 
le transport en question a lieu d’un espace extra-cellulaire vers 
un autre espace extra-cellulaire, a travers un tissu. Mais il est 
intéressant de souligner que, en raison de sa réversibilité, un 
mécanisme tel que celui que nous avons décrit chez E. coli 
pourrait rendre compte également d’un transport A travers une 
couche mono- ou pluricellulaire. I] pourrait méme rendre 
compte d’un transfert contre un gradient de concentration ou 
@activité, a la seule condition que la perméase fit inégalement 
répartie sur les deux faces de la couche cellulaire. 

L’avantage de l’étude des systémes de concentration intra- 
cellulaire existant chez E. coli pour les aminoacides ({414] et ce 
travail) et pour les p-D-galactosides [48, 415, 46] (et vraisembla- 
blement pour tous les glucides) réside dans leur réversibilité et 
dans leur spécificité. Leur découverte presque simultanée sug- 
gére que les systemes de ce genre sont d’une trés grande géné- 
ralité et d’une importante capitale dans la physiologie des micro- 
organismes, sinon des autres cellules. 

Nous tenons a remercier M. Jacques Monod avec qui nous 
avons eu de nombreuses et fructueuses discussions et M"° Mar- 
celle Lannes pour son assistance technique avisée. 


RESUME. 


Il existe chez Escherichia coli une série de systémes spécifiques 
qui permettent de concentrer réversiblement les aminoacides 
exogénes, préalablement 4 leur incorporation dans les pro- 
téines. Les propriétés de ces systémes permettent d’expliquer 
de nombreux phénoménes d’inhibition de Ja croissance et d’inter- 
action entre aminoacides. 


SUMMARY. 


There exists in Escherichia coli a series of specific systems 
responsible for a reversible concentration of exogenous amino 
acids, which precedes their incorporation into proteins. The 
properties of these systems explain a number of growth inhibi- 
tions and interactions between amino acids. 
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PRODUCTION 
DE GAZ CARBONIQUE ET FERMENTATION 
DU GLYCOCOLLE PAR CLOSTRIDIUM HISTOLYTICUM 


par J. GUILLAUME, H. BEERENS et H. OSTEUX (*). 


(Institut Pasteur de Lille et Laboratoire de Chimie biologique 
de la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Lille) 


Récemment Beerens [4] et Buttiaux et Beerens [2], ont montré 
que Cl. histolyticum, cultivé sur milieu de Gibson et Abdel Malek 
modifié par Buttiaux et Beerens [8], contenant 15 p. 100 de géla- 
tine, produisait du gaz carbonique. Beerens en a fait un caractére 
distinctif de Cl. histolyticum dans sa méthode de détermination 
des bactéries anaérobies [4]. D’autre part, dans une note précé- 
dente, sur l’étude des acides volatils produits en culture par les 
bactéries anaérobies [5], nous avions remarqué que Cl. histoly- 
ticum se différenciait des autres Clostridium étudiés : il donne 
en effet, uniquement de l’acide acétique. Enfin Beerens, Guil- 
laume et Ponte [6] ont montré la quantité considérable d’ammo- 
niaque et d’acide acétique produits par ces microorganismes a 
partir de la gélatine. Ces faits nous ont amenés a étudier l’origine 
et les conditions de production du CO,, de l’ammoniaque et de 
Pacide acétique par Cl. histolyticum. 


SOUCHES UTILISEES. 


Nous avons étudié Cl. histolylicum CHa, que nous devons a 
Vamabilité du D? A.-R. Prévot, chef de service a l'Institut Pasteur 
de Paris; Cl. histolyticum H 35 et Cl. sporogenes 52 441 de la 
collection de l'Institut Pasteur de Lille. 


TECHNIQUES. 


Les souches sont cultivées en bouillon VF non glucosé, incubé 
4 87° C durant dix-huit heures. Les bactéries sont recueillies par 
centrifugation, lavées avec une solution de CINa a4 8 p. 1000, 


: ; ; M. 
puis mises en suspension dans un tampon phosphate Se Les 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1956. 
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concentrations bactériennes de ces suspensions sont exprimées 
en milligrammes d’azote total, déterminé par la méthode de Kjel- 
dahl. Les expériences ont été réalisées en tubes scellés sous vide 
ou dans l’appareil de Warburg en atmosphére d’azote totalement 
privé d’oxygéne. Immédiatement aprés la fin de la réaction, les 
suspensions sont déféquées par de l’acide métaphosphorique 2N. 
Les dosages et caractérisations d’acides volatils ont été effectués 
selon la technique de Guillaume et Osteux [7] (pour la détermina- 
tion chromatographique des acides volatils, les expériences ont 
été effectuées en fioles de Warburg, en présence de 500M de 
substrat, le liquide manométrique étant du mercure) ; la teneur 
en ammoniaque a été évaluée par la méthode de Raynaud et 
Gros [8]. Tous les résultats sont exprimés en micromolécules. 


RESULTATS. 


D’apres certains auteurs, Cl. histolyticum est capable de 
réaliser la réaction de Stickland [9]; nous avions done pensé que 
le gaz carbonique formé pouvait provenir de cette réaction 
d’oxydo-réduction entre deux acides aminés : 


CH, — Cll — COOH + 2 CH, — COOH + 2H,0 —> 3NH, + 3CH, — COOH + CO, 


| 
NIE NH. 


Acides aminés 
accepteurs 


Glycocolle 
(L) Proline 


Tasieau J. 


Acides uminés 
donateurs 


Ammoniaque 


Alanine 


Valine 


Leucine 


Glycocolle Alanine 


Glycocolle Valine 


Glycocolle 
(L) Proline 
(L) Proline 
(L) Proline 


Leucine 


Alanine 


Valine 


Leucine 


Souche Cl. histolyticum CHa. Réaction en tubes scellés sous vide ; incubation 
quarante-huit heures 4 37°C; 0,82 mg d’azote bactérien par tube; substrats : 
400 uM de Vacide aminé accepteur d’hydrogéne ; 200 4M de V’acide aminé donateur 
@hydrogéne ; tampon phosphate pH 7,0 M/20; volume total: 10 ml. Le témoin 
bactéries a été défalqué. 


FERMENTATION DU GLYCOCOLLE PAR C. HISTOLYTICUM 723 


_Or, dans aucun cas, en faisant varier toutes les conditions expé- 
rimentales, nous n’avons obtenu cette réaction avec les deux sou- 
ches CHzx et H 35. Le tableau I montre que Cl. histolyticum ne 
donne de lammoniaque qu’a partir des couples d’acides aminés 
comprenant le glycocolle comme « accepteur d’hydrogéne »; de 
plus la quantité d’ammoniaque produile est sensiblement égale, 
que l’on fasse agir le glycocolle en présence ou en absence d’ala- 


> 
2 


NH, 

viron 1/2 a partir du glycocolle seul, de méme qu’a partir du 
couple glycocolle-alanine ; il devrait étre de 1/3 dans le cas d’une 
réaction éventuelle de Stickland. Les courbes 2 et 3 de la figure 1 
montrent la similitude des réactions données par le couple alanine- 
glycocolle et par le glycocolle seul. 


0) 4,6 


c : - 
l.histolyticum Adiantue 25 4M 
(1,25 mg dtazotaGlycocolle 50 ypu 


e-) . Pex Glycocolle SOpM 
+ Alanine 25 pM 


est d’en- 


nine. Dans le tableau II, nous voyons que le rapport 


TABLEAU 31 


8 


51 46 1,95 


Rapport NH3 
C02 
(témoms défalqués) 


Rapport CH 3 COOH 
02 
(témoins défalqués ) 


Acidité 
volatile 


Cl. histolytiam E 
aasimeaal Alanine 50 »M 


(1,94 mg d'azote}/Glycocolle 100 pM 
pisis) par Glycocolle 100 pM 
+ Alanine 50 pnp 


Cl.sporogenes 
52.441 

(2,07 mg d'azote 

bactérien par 

fiole) 


Alanine 50 pM 
Glycocolle 100 pM 


Glycocolle 100 pM 
+ Alanine 50 pM 


Expériences réalisées en fioles de Warburg 4 deux anses, permettant, en fin 
de réaction, d'acidifier le milieu pour la mesure du CO, formé. Durée : deux 
heures 4 37°C pour Cl. histolyticum, trois heures 4 37°C pour Cl. sporogenes. 
Atmosphére d’azote privé d’oxygéne. Tampon phosphate pH 7,0 M/20. Volume 
total, 3,8 ml. 


Il semble, d’aprés ces premiéres constatations, que l'utilisation 
du glycocolle par Cl. histolyticum ne reléve pas de la réaction de 
Stickland ; on peut admettre que seul le glycocolle est métabolisé, 
indépendamment de toute action d’interconversion avec |’alanine. 
Afin de vérifier ces résultats, nous avons effectué les mémes expé- 
riences avec Cl. sporogenes 52 411. Les tableaux II et III et la 
figure 1 montrent les différences fondamentales du catabolisme des 
acides aminés par ces deux espéces. 

Dans toutes nos expériences, les produits terminaux de la réac- 
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tion sont dans un rapport sensiblement constant (les valeurs du 
témoin bactéries étant défalquées). Mais, comme nous lgnorons 
action du glycocolle sur le métabolisme endogene, il est difficile 
d’interpréter définitivement nos résultats. Il semble bien cependant 
que pour 4 molécules de glycocolle consommées, on retrouve 
4 molécules d’ammoniaque, 2 molécules de CO, et 3 molécules 
d’acide acétique. Les proportions des produits de la réaction 


p, ‘ s 
40 CO- degage 


en pe 


30 


20 


10 


Temps en heures. 


Jaye, Me 

En traits pleins : Cl. histoloticum CHx (1,56 mg d’azote bactérien par fiole). 

En pointillés : Cl. sporogenes 52441 (1,84 mg d’azote bactérien par fiole). 

Expérience réalisée en fioles de Warburg 4 deux anses, permettant 4 un temps 
donné d’acidifier le milieu pour la mesure du CO, formé. Almosphére d’azote privé 
d’oxygene. 

Substrats : 1. Alanine, 50 1M par fiole ; 2. Glycocolle, 100 4M par fiole ; 3. Ala- 
nine, 00 uM + Glycocolle, 100 pM. 


Tampon phosphate pH, 7,0 M/20; Volume total, 4 mi. Les témoins ont été 
défalqués. 


seraient identiques a celles que trouvérent Cardon et Barker [410] 
pour Diplococcus glycinophilus : 


4CH, — COOH + 2H,0 —> 4NH, + 3CH;— COOH + 2C0, 
| 
NH. 


Le pH optimum de la réaction est 7,6 ; 4 pH 6,5 comme a pH 9, 
celle-ci est trés lente. La présence de phosphate est indispensable. 


FERMENTATION DU 


Témoin bactéries 


Glycocolle 100 yr M 


Alanine 


GLYCOCOLLE PAR C. 


Tas.eau III. 


Cl, histolyticum 


Ammoniaque 


témoin dé- 
falqué 


93 


HISTOLYTICUM 725 


Cl, sporogenes 


Ammoniaque 


témoin dé— 
falqué 


30 


0 


50 nM 
i (0) 


Glycocolle 100 pM 
+ Alanine 50 pM 


Cl. histolyticum CHa : 1,56 mg d’azote bactérien par tube. Cl. sporogenes 52 441 : 
1,84 mg d’azote bactérien par tube. Expérience identique a celle de la figure 1, 
mais réalisée en tubes scellés sous vide. Incubation vingt-quatre heures A 37° C. 


Discussion. 


Les caractéres que nous avons décrits pour les bactéries non pro- 
liférantes correspondent 4 ceux du germe en culture. 

1° Le métabolisme particulier de Cl. histolylicum sur milieu a la 
gélatine est cerlainement en rapport avec l’utilisation du glycocolle 
contenu dans cette derniére. Il y a, comme dans [utilisation du 
elycocolle par les bactéries lavées, accumulation d’ammoniaque et 
dacide acétique dans le milieu de culture et dégagement de CO,. 

2° Le milieu VF auquel a été ajouté du glycocolle, se comporte 
comme celui contenant de la gélatine (tableau [V). Il y a lieu de 
noter pourtant, dans ces conditions, une culture plus lente et un 


TABLEAU IV. 


Quantité théo- 
rique de glyco 
colle ajouté. 


Ammoniaque Acide acétique 


+ gélatine 


20 g pe 100 


Souche : Cl. histolyticum CHz. Cultures en tubes contenant 30 ml de milieu, 
recouvert de paraffine aprés ensemencement. Temps d’incubation, cinq jours 
a 37°C. Résultats donnés en 4M pour 1 ml de milieu. 
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dégagement gazeux plus tardif qu’en milieu gélatiné ; il semble 
que la forte concentration en glycocolle mise en ceuvre retarde !a 
multiplication du germe. 

3° Les bactéries capables d’effectuer les réactions de désamina- 
tions couplées du type Stickland, produisent des acides volatils 
ramifiés a partir de la valine, de la leucine et de l’isoleucine [414]. 
Nous avons nous-mémes retrouvé ces acides [5] avec Cl. sporogenes 
et Cl. valerianicum sur milieu VF glucosé. Avec Cl. histolyticum, 
nous avons trouvé seulement de l’acide acétique et ce dans tous 
les milieux de cullure, glucosés ou non, essayés au cours de nos 
études. 

CONCLUSION. 


Dans nos conditions d’expériences, nous n’avons jamais mis en 
évidence la réaction de Stickland chez Cl. histolyticum. 'Le gaz car- 
bonique observé dans les cultures en milieu gélatiné est produit A 
partir du glycocolle. I] est vraisemblable que la désamination et 
la décarboxylation de cet acide aminé font partie des réactions 
principales du métabolisme intermédiaire chez cette espéce. Par 
cet important caractére, Cl. histolyficum se différencie nettement 
des autres Clostridium protéolytiques du groupe Sporogenes. 


SUMMARY. 


The authors did not succeed in reproducing Stickland’s reaction 
in Cl, histolyticum. CO, producing cultures in gelatin containing 
media is due to glycocol. Desamination and decarboxylation of this 
amino-acid is probably part of the intermediate metabolic reaction 
in this species. This important property clearly differentiates 
Cl. histolyticum from other proteolytic Clostridia of the « sporo- 
genes » group. 
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LA “ RESTAURATION PAR VOISINAGE ” 
CHEZ DES BACTERIES IRRADIEES PAR DES RAYONS X. 


par BertnzE DELAPORTE. (*) 


(Institut Pasteur. Service de Radiobiologie et Cancérologie) 


Des expériences antérieures ont montré que des bactéries com- 
mengant 4 pousser exercent sur leurs voisines une action favo- 
risant leur croissance {4]. Ce méme phénoméne a été également 
observé sur des bactéries irradiées par les rayons UV [2]. Il était 
par conséquent intéressant de rechercher s’il s’agissait d’un fait 
général. Des expériences ont été entreprises pour voir si on 
observait la méme action apres traitement par les rayons X. 


MATERIEL ET METIIODES. 


Les expériences ont été faites avec Escherichia coli souche B. 
Une souche conservée au réfrigérateur était cultivée en bouillon 
nutritif Difco aéré pendant environ quarante heures ; la concen- 
tration en bactéries était environ 10° par centimétre cube. 

La culture non diluée était soumise au rayonnement X d’un 
tube Holweck a anticathode de molybdéne, sous tension de 37 kv 


(longueur d’onde moyenne de 0,95 A) et une intensité moyenne 
de 15 000 r par minute. La dose donnée a été le plus souvent de 
80 000 r, les expériences 4 10000 r, 40000 r et 60000 r ayant 
fourni des résultats moins facilement déchiffrables. Puis, aprés 
dilution a 1/5, 1/10, 1/20, 1/200, 1/2 000 ou sans dilution, 0,1 cm* 
de ces diverses suspensions était ¢élalé sur gélose nutritive en 
boites de Petri et ces boites étaient mises a l’étuve a 37° C. 

Selon la dilution étalée sur la boite, il se trouvait done environ 
une bactérie tous les 60 w?, ou 300 nw”, ou 600 p?, ou 1 200 pw? ou 
12 000 yw? et le nombre de colonies par boite variait entre 8 000 
et 5, dans le cas d’une dose de 80 000 r. 

Des prélévements élaient pratiqués lors de la mise a l’étuve 
puis chaque heure, jusqu’a sept ou huit heures: un petit mor- 
ceau de gélose était découpé, fixé immédiatement par des vapeurs 
de ietroxyde d’osmium a 2 p. 100 pendant trente secondes ou 
_ deux minutes, un décalque était obtenu en appliquant une lamelle 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 mai 1956. 
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ou une lame sur la surface de la gélose puis en retirant le mor- 
ceau de gélose délicatement de maniére que les bactéries conser- 
vent sur le verre leurs positions respectives. Ces décalques 
étaient colorés, soit par le Giemsa aprés hydrolyse chlorhydrique, 
soit, ce qui nous sembla préférable, directement selon la tech- 
nique de Piéchaud [8] par un mélange extemporané d’azur II (1) 
et d’éosine (2). Cette derniére coloration, ne nécessitant pas 
d’hydrolyse préalable a la coloration, évite que des bactéries 
se détachent de la lame au cours des manipulations ; elle est tres 
rapide (environ quinze minutes) et donne de trés belles colora- 
tions, les noyaux étant d’un rouge pourpre vif dans un cyto- 
plasme bleu pale. Les images bactériennes obtenues rappellent 
celles colorées par le Giemsa aprés hydrolyse, mais elles sont de 
couleurs plus vives. Ces préparations peuvent étre examinées 
dans leur totalité avec un objectif 4 immersion. 

Des reproductions photographiques comprenant quelquefois 
plus de 100 photos contigués, 4 des grossissements variant entre 
cing cents et mille cing cents fois, permettaient la reconstitution 
par photomontage des régions intéressantes et les mesures des 
distances entre bactéries éloignées. 


OBSERVATIONS. 


On a dénombré les bactéries en distinguant : a) les isolées, 6) les 
amas de 2, c) les amas de plus de 2, ainsi que l’état de repos 
ou de croissance de chacune d’elles. Ces dénombrements ont 
permis de constaler que le nombre des bactéries poussant était 
trés supérieur a ce qu’on attendait, mais sans indiquer clai- 
rement ce qui se passait. 

Le nombre des colonies visibles aprés vingt-quatre heures 
d’étuve correspond exactement a la sensibilité classique d’E. coli B 
aux rayons X, c’est-a-dire que : 

Aprés une dose de 10000 r on trouve 1 colonie pour 10 bac- 
téries ensemencées ; 

Aprés une dose de 40 000 r on trouve 2 colonies pour 1 000 bae- 
téries ensemencées; 

Aprés une dose de 60000 r on trouve 3,5 colonies pour 
10 000 bactéries ensemencées ; 

Apres une dose de 80000 r on trouve 7 & 8 colonies pour 
100 000 bactéries ensemencées. 

D’une telle observation, on conclut d’habitude que, par exemple, 
8 bactéries sur 100 000 sont capables de pousser aprés avoir recu 


(1) Marque R. A. L., fabriquée par Kuhlmann. 


(2) Eosine 225 pour histologie, marque R.A.L., fabriquée par 
Kuhlmann. 
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une dose de 80 000 r. Or, nos examens ont montré que la colonie 
qui pousse ne provient pas d’une seule bactérie, mais qu’une 
bactérie qui commence @ pousser entraine la croissance de plu- 
steurs bactéries voisines ; la colonie qui se développe provient 
done de plusieurs bactéries voisines dont les croissances com- 
mencent presque simultanément. 


Les bactéries d’une culture d’E. coli B a l’état de repos sont 
trés petites, ont un cytoplasme extrémement réduit, a peine 
visible, et consistent presque entigrement en un petit grain 
arrondi de substance nucléaire, fortement chromatique. Lors- 
qu’elles commencent a croilre, elles grossissent progressivement, 
leur largeur et leur longueur doublent, tandis que la proportion 
de la masse cytoplasmique augmente visiblement. Ce stade est 
facile a distinguer du précédent. Les autres stades se remarquent 
encore mieux: on conslale la division en deux du granule 
nucléaire, tandis que la bactérie continue a s’élargir et surtout 
a s’allonger, les deux « noyaux » (8), situés selon le grand axe 
de la bactérie, étant séparés par un peu de cytoplasme. Une 
deuxiéme division nucléaire a lieu ensuite, de la méme maniére ; 
ce n'est qu’aprés le stade de 4 noyaux, ou quelquefois 8 noyaux, 
que la division en deux batonnets a leu; les deux nouveaux 
batonnets restent quelque temps encore dans le prolongement l’un 
de l’autre. 


Une premicre bactérie qui commence 4 croitre a une influence 
sur des bactéries voisines et déclenche leur croissance. Cette 
action se fait sentir 4 des distances alteignant 85 4 50 pw, quelque- 
fois davantage : 100 a 200 w. Ces fortes distances ont été obser- 
vées surtout lorsqu’il y a une action conjuguée de deux bactéries 
en voie de développement. Entre les bactéries qui croissent on 
observe de nombreuses autres bacléries demeurées au stade de 
repos, ou qui commencent seulement 4 manifester un début 
d’activité de croissance. On voit quelquefois clairement qu'une 
seule bactérie est en avance d’une division (par exemple elle ren- 
ferme 4 noyaux) sur celles qui sont en voie de croissance 
a lentour (ayant 2 noyaux). 

Voici quelques-uns des exemples les plus typiques que nous 
ayons rencontrés, parmi une multitude d’autres. ‘Les cultures 


(3) Nous tenons a préciser que par « noyau » nous entendons ici 
désigner le granule contenant de l’acide désoxyribonucléique, se colo- 
rant en rouge par la réaction de Feulgen, par le Giemsa ou par 
l’éosine, et présentant une forme arrondie lorsque la bactérie est au 
repos ou une forme en batonnet ou en carré lors de la division, sans 
vouloir ici prendre une position quant a la structure réelle de cet 
élément ; lui reconnaissant le réle de noyau, nous le désignerons aussi 


par la lettre « N ». 
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avaient recu une dose de 80 000 r, puis avaient passé cing 4 sept 
heures a l’étuve. 

Sur la planche I (dilution 1/20, cing heures d’étuve), se trouve 
vers le centre un batonnet dont le noyau a subi deux divisions 
(4.N); on observe de part et d’autre, a des distances de 38 ct 
51 p, un batonnet dont le noyau n’a subi qu’une division (2 N). 
De nombreuses bactéries se trouvent entre eux et aux environs, 
quelques-unes un peu gonflées se préparent a une future divi- 
sion: par exemple 4 bactéries situées entre la bactérie 4 4N 
et celle 4 2 N du haut, on y voit un noyau et un peu de cyto- 
plasme. La plupart des bactéries sont encore trés petites et ont 
laspect des formes de repos; on n’y voit presque rien qu’un 
grain trés chromatique. Au dela de cet ensemble de bactéries en 
voie de croissance représenté sur la photo, aucune autre ne mani- 
feste un début d’activité. 

Nous avons observé, dans un autre cas, un batonnet dont le 
noyau a subi deux divisions (4 N) ayant : 

Contre lui un batonnet dont le noyau a subi une division (2 N) ; 

A 40 w un batonnet a deux noyaux ; 

A 89 w (53 » du précédent) un amas de deux batonnets, Pun 
ayant deux noyaux l’autre un seul ; 

A 94 w un amas semblable (ces deux derniers amas éloignés 
un de Vautre de 46 wp) ; 

A 85 w (a 10 pw de ce dernier) un batonnet ayant deux noyaux. 

I] ne se trouve donc ici qu’un seul batonnet a 4 noyaux accom- 
pagné de 5 batonnets 4 2N; il y a en outre quelques batonnets 
a un seul noyau se préparant A se diviser, qui sont mélés 
a d’autres bactéries au stade de repos, mais au dela de cette zone, 
aucune bactérie ne manifeste une activité de croissance. 

D’autres fois, il est difficile de préciser exactement l’origine 
du développement. On voit, par exemple, sur la planche II 
(dilution 1/5, culture cing heures) 4 batonnets au stade de 4 N 
(2 divisions), 3 d’entre eux sont situés vers le bas de la figure, 
le quatriéme tout en haut. Les trois premiers sont distants de 
35 w et de 36 uw, le quatriéme est 4 140 w et 141 p de 2 des pré- 
cédents. Ce quatriéme batonnet a peul-étre subi une triple influence 
par les trois premiers, mais il se trouve entre eux (au centre de la 
photo) 4 53 w et 54 w des deuxiéme et troisiéme et 87 » du qua- 
triéme, deux batonnets disposés en V, dont image est peu nette, 
qui ont 1 ou 2 noyaux et qui proviennent peut-étre de la division 
récente d’un batonnet. En adoptant cette interprétation, cela 
diminuerait en réalité environ de moitié ces grandes distances 
de 140 w et 141 p. En ce cas, il se pourrait que cette bactérie 
déja divisée en deux soit la premiére qui soit entrée en croissance. 
In tout cas, il est possible qu'il existe une petite différence, 
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difficile 4 déceler, dans lage de ces 4 batonnets a 4 noyaux 
bien visibles et qu’en réalité un seul ait commencé A croitre en 
premier. Si lon négligeait la présence de cet amas de 2 petits 
batonnets intermédiaires, on pourrait suggérer que le quatriéme 
a poussé indépendamment des autres, sans en subir J’influence. 
Cependant, ces distances de 140 w ne sont pas exceptionnelles, 
nous en avons rencontré maintes fois d’analogues et méme de 
plus grandes pour lesquelles l’action était évidente. Au voisinage 
de ces 4 batonnets et entre ceux-ci se trouvent des batonnets 
a 2N situés 4 5 p, 22 p, 23 p, 34 w, 36 p, 54 w de batonnets 
i 4N. D’autres bactéries ne possédent encore qu’un noyau mais 
commencent a grossir et subiront sans doute peu aprés une pre- 
miére division. En dehors de la région représentée sur cette photo, 
aucune bactérie ne montre un début de croissance. 

Etant données les distances entre les bactéries entrées en crois- 
sance, il est impossible de supposer que les jeunes (1 divi- 
sion = 2N) puissent provenir de la division de celles qui sont 
plus agées (2 divisions = 4 N). D’ailleurs, puisque le temps mini- 
mum nécessaire, pendant la phase de croissance logarithmique, 
pour une division chez EF. coli, est de vingt minutes, le nombre 
de bactéries en voile de croissance entre |’état 4 un certain moment 
et l’état une heure plus tard rend impossible que les bactéries 
en vole de croissance proviennent de la division d’une seule. Les 
régions de croissance observées a des stades ultérieurs le montrent 
avec évidence. 

Si Pon observe une culture dont le développement est un peu 
plus avancé (six heures de culture), on voit des régions de la 
préparation (celles qui correspondront plus tard a 1 colonie) dans 
lesquelles la plupart des bactéries sont en voie de multiplication ; 
par exemple (planche III, dilution 1/20), sur un espace allongé 
mesurant environ 72 p x 40 » se trouvent au total 60 bactéries : 
57 d’entre elles ont subi un début de croissance et les 3 autres 
non. Ces derniéres sont visibles sous la forme d’un petit point 
noir, l’un vers le bas, 4 droite du groupe de 5 bactéries, les deux 
autres trés proches l’un de l’autre, vers le haut, contre une 
saleté se trouvant sur la préparation. Autour de cet espace, 
aucune bactérie n’a poussé. Les bactéries non poussées les plus 
voisines de l’espace poussé sont a 13 yw, 1l p, 10 wp, 8 p, 9 yp, 
25 wu de batonnets poussés; 25 bactéries les plus proches, 
a l’entour, ont été examinées, aucune autre n’était poussée. Ceci 
représente 95 p. 100 de bactéries poussées dans la région de 
croissance et 68 p. 100 pour l’ensemble de la photo. 

Si Von fait V’étalement des bactéries en diluant fortement Ja 
culture (1/2 000), les résultats sont les mémes, les bactéries étant 
seulement plus éloignées les unes des autres. On trouve, par 
exemple, sur une surface de 1,66 mm? de gélose, reproduite au 
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moyen de 168 photos assemblées : une « microcolonie » (4) de 
226 w x 248 w contenant 74 bactéries poussées, 7 « snakes » et 
5 ee non poussées. Pour |’ensemble de l’espace photogra- 
phié il y a: 77 bactéries poussées, 12 « snakes » et 45 bactéries 
non leet Les 3 bactéries qui ont poussé hors de Ja « micro- 
colonie » en sont cependant voisines, a des distances de : 172 u, 
187 », 175 pw; elles ont entre elles des distances de 83 p et 150 u. 
Ceci représente donc pour la microcolonie au _ sens _ strict 
94 p. 100 de bactéries poussées et pour l’ensemble de la photo 


Hert 


122 

le cas oti théoriquement moins de 1 bactérie sur 10 000 pousse ! 
Les bactéries non poussées, situées en dehors de la colonie mais 
les plus proches, sont 4 des distances de 171 yp, 36 uw, 86 u, 180 p, 
155 nw, 140 pw, 184 pw de bactéries poussées de la périphérie de la 
colonie. Les bactéries non poussées, les plus proches des 3 bac- 
téries écartées de la microcolonie, se trouvent A des distances de 
237 p, 217 uw, 97 vw, 85 wu, 384p, 209 wp; ce sont donc des distances 
analogues. Si l’on considére que les 3 bactéries un peu écartées 
de la « microcolonie » en font cependant partie, on voit qu’en 
dehors de cette colonie il pousse 0 p. 100 bactérie. 

Dans ces nombres, nous n’avons pas tenu compte des formes 
en « snake », car, d’aprés les nombreuses observations faites, 11 
semble que ces formes, qui poussent beaucoup plus rapidement 
que toutes les autres, n’aient, dans les expériences décrites dans 
ce travail, pas d’ influence sur leurs voisines et n’évoluent pas 
ullérieurement. Elles sont toujours en nombre relativement trés 
petit. 

Le fait que la probabilité de croissance d’une bactérie passe de 
0,007 p. 100 a 90 ou 95 p. 100 selon Ventourage dans lequel 
elle se trouve, c’est-a-dire augmente d’au moins 10 000 fois, met 
en évidence importance de l’action excitatrice de croissance. 

La planche IV représente, A un plus faible grossissement, 
Vaspect d’une « microcolonie » 4 un stade un peu plus avancé 
(non dilué, sept heures). Une trés forte proportion des hactéries, 
se trouvant A lintérieur de la région en croissance, pousse. A 
Pextérieur de cette région, elles ne poussent pas. La répartition 
des bactéries en croissance montre, avec évidence, qu’il ne s’agit 
pas d’une colonie ordinaire, ou les bactéries se trouvent serrées 
les unes contre les autres, et spécialement au centre. 


Nous avons essayé de voir si la proximité d’autres bactéries 


= 63,1 p. 100 de bactéries poussées ; or, nous sommes dans 


(4) Le terme « microcolonie » n’est pas adéquat, car une colonie 
débute normalement par croissance d’une seule bactérie — ou d’un 
petit amas de bactéries — tandis qu’ici c’est la majeure partie des 
bactéries d’une petite région qui se met 2 croitre. 


LA « RESTAURATION PAR VOISINAGE » 733 


ou de levures en voie de croissance, non irradiées ou irradiées, 
aurait une action analogue a celle d’E. coli irradié. Nous n’avons 
pas pu constater une action de ces germes favorisant la croissance 
VE. coli B irradié, malgré de nombreux essais avec diverses 
espéces, parmi lesquelles des cocci (Micrococcus spp., Sarcina 
spp., ele.), divers batonnets, un Bacillus cereus, étalés sur gélose 
en boite de Petri ou cultivés en milieu liquide. 

_Au fur et a mesure que le temps augmente, les colonies gTos- 
sissent ; souvent on ne peut plus alors distinguer avec certitude 
si certains batonnets ont été produits par division d’un autre qui 
se trouvait A cOté ou si ils existaient lors de l’ensemencement 
et ont été seulement récemment excités 4 pousser sans avoir eu 
le temps de se diviser. 


Discussion. 


‘Les exemples que nous venons de donner ont montré qu’il ne 
s’agit pas d’une croissance normale de colonie, pour laquelle 
une unique bactérie est seule lorigine de toute une colonie. 

Une preuve supplémentaire qu’il s’agit d’un phénoméne de 
restauration est le fait qu’il ne se manifeste qu’au début de la 
culture. Si la restauration était due seulement au voisinage d’une 
bactérie en voie de croissance, la culture se propagerait progres- 
sivement 4 partir du centre de départ et recouvrirait bientdt toute 
la boite de Petri d’une couche uniforme de culture. Or, il n’en 
est rien. Si le nombre des centres de départ de la culture (c’est- 
a-dire le nombre des colonies qui, nous l’avons dit, correspond 
au nombre de colonies produites lorsque la suspension est élalée 
de maniére trés peu dense, donnant forcément des colonies trés 
espacées) est suffisamment petit, l’on distingue toujours le nombre 
des colonies d’origine, et il correspond au nombre attendu. ‘Les 
colonies, tout en ayant a Vorigine un assez grand nombre de 
bactéries restaurées, ne s’étalent pas plus que des colonies nor- 
males, c’est-a-dire sans bactéries intercalaires. 

Une différence essentielle dans Vexcitation & la croissance 
entre bactéries voisines, selon le traitement préalable, est la dis- 
tance a laquelle s’exerce cette action. Quand les bactéries ont 
été étalées sur gélose sans traitement préalable, ou bien |’ont 
été aprés avoir été irradiées par des rayons UV, action d’une 
bactérie en croissance s’exerce sur ses voisines jusqu’a une dis- 
tance de 3 a 5 w. Au contraire, aprés Virradiation par les 
rayons X cette action s’étend habituellement a 35 a 50 p, et excep- 
tionnellement jusqu’a 200 wp. _ 

Les bactéries qui se mettent A pousser du fait de la proximité 
d’autres en voie de croissance paraissent subir une véritable 
restauration ; leur croissance semble indéfinie. Sur les prépara- 
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tions de trés jeunes colonies, c’est-a-dire de colonies ayant débuté 
trois on quatre heures avant, on ne voit aucune figure anormale 
de bactérie, toutes les bactéries semblent en bon état et en voie 
de croissance active. D’autre part, si les bactéries ayant subi, 
directement ou par intermédiaire, l’effet de la croissance de la 
premiére s’arrétaient au bout de quelque temps, on verrait sans 
doute une hétérogénéité dans l’aspect de la colonie, la colonie se 
mettant a repousser, quelques heures aprés son début, a partir 
du centre, ce que nous n’avons jamais observé. 

Nous n’avons jamais constaté une « restauration en amas », 
c’est-d-dire une influence particuliére d’une bactérie en voie de 
croissance sur les autres bactéries faisant partie d’un méme amas. 
Les nombreuses observations et les calculs statistiques faits sur 
les relevés n’ont pas décelé un comportement anormal dans ce 
cas, c’est-a-dire une influence du genre de celle qui existe aprés 
irradation UV, et méme sans irradiation. 

Quelle est la cause de cette croissance inattendue de tant de 
bactéries voisines qui ne pousseralent pas, si elles n’étaient pas 
au voisinage d’une bactérie capable de pousser aprés J irradia- 
lion ? Les recherches en cours permettront peut-étre de la trouver. 


CoNCLUSIONS ET RESUME. 


Des cultures d’E. coli B irradiées par des rayons X, étalées 
sur gélose en boite de Petri puis mises a l’étuve, ont montré, par 
une étude cytologique des stades de début des colonies, que ces 
derniéres ne proviennent pas de la croissance d’une seule bactérie 
capable de pousser aprés Virradiation subie. Cette bactérie, en 
poussant, provoque la croissance de tres nombreuses bactéries 
situées 4 lVentour et qui seraient normalement vouées a une mort 
prochaine, sans pouvoir se multiplier. Son action de restauration 
se fait sentir tout d’abord a des distances allant jusqu’a 35 a 50 pn, 
quelquefois méme plus de 100 uw, puis a d’autres bactéries situées 
entre celles-ci et a l’entour. La colonie qui se développe provient 
done de plusieurs bactéries voisines dont les croissances com- 
mencent presque simultanément. 


L’auteur remercie le professeur Lacassagne et le D™ R. Latarjet 
pour l’intérét qwils ont porté 4 ce travail, leurs conseils et utiles 
discussions. I] tient aussi 4 remercier M. P. Morenne qui a bien 
voulu faire toutes les irradiations. 


PLancHe I. 


E. coli B ayant recu une dose de 80000 r; coloration de Piéchaud. 
Dilution 1/20, cinq heures de culture. 
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Puancue II. 


E. coli B ayant recu une dose de 80000 rj; coloration de Piéchaud 
Dilution 1/5, cinq heures de culture. 
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Prancue III. 


E. coli B ayant recu une dose de 80000 r; coloration de Piéchaud. 
Dilution 1/20, six heures de culture. 
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Prancie IV, 
&. coli B ayant regu une dose de 80000 yr; coloration de Piéchaud 
Culture non diluée, sept heures de culture. 
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SUMMARY. 


E. coli B cultures are irradiated by X rays, smeared on agar 
in a Petri dish, placed in the incubator. The cytological study 
of the first stages of the colonies shows that these colonies do 
not arise from one germ, still able to multiply after irradiation, 
but that this bacterium, as it develops, causes the growth around 
itself of very numerous bacteria which would normally die 
without being able to multiply. This restoration power extends 
to a distance of 85 to 50 w, sometimes even more than 100 u. 

The colony which develops originates from several neighbou- 
ring bacteria, the growth of which starts almost simultaneously. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Devaporte (B.) et DeLaporte (P. J.). Atti VI® Congr. Intern. Micro- 
biologie, Roma, 1953, 4, Sez. 1, “106. 

[2] Devaporte (B.). C. R. Acad. Sci., 1951, 2382, 13878 et 1453. 

[3] Précuaup (M.). Ces Annales, 1954, 86, 787. 


Annales de VInstitut Pasteur, t. $4, n° 5, 1956. 50 


THROMBOCYTOPENIE, HYPERAGGLUTINABILITE 
ET ADHESIVITE PLAQUETTAIRES 
PROVOQUEES PAR LE BCG CHEZ LE LAPIN. (°) 


par A. L. COPLEY, T. BALEA et 0. CHRYSSOSTOMIDOU. (**) 


(Laboratoire de Physiologie, Centre International de [’Enfance, 
et Laboratoire de Recherches C. N. T. S., Paris) 


Les observations bio-microscopiques de Copley [4, 2, 3] utili- 
sant les capillaires cutanés et viscéraux du lapin, du hamster et 
du cobaye, ont montré, qu’aprés injection de BCG, apparaissaient 
des thromboembolies. En cherchant a élucider la nature de ces 
thromboembolies dans la microcirculation capillaire, nous avons 
trouvé qu’elles étaient constituées de plaquettes. Comme nous 
avons, assez fréquemment, trouvé des thromboembolies d’agglu- 
tinats de plaquettes, nous avons pensé qu’il serait intéressant de 
voir si le nombre de plaquettes était affecté dans une proportion 
telle qu’une thrombocytopénie corresponde a l’agglutination pla- 
quettaire. Nous avons pensé qu’il serait également intéressant de 
savoir si ces thromboembolies provoquées par linjection de BCG 
étaient en rapport avec ces mycobactéries. Ceci a été le but des 
recherches dont nous présentons les résultats. 


TECHNIQUE. 


Nous nous sommes servis de jeunes lapins males pesant entre 
1,200 kg et 2,400 kg et nous leur avons injecté une suspension 
de 0,4 mg ou de 2 mg de BCG par kilogramme de poids vif, 
dans la veine marginale de l’oreille. Avant l’injection, et a diffé- 
rents intervalles de temps : aprés dix secondes, trente secondes, 
une minute, cinq minutes et trente minutes, nous avons prélevé du 
sang soit au coeur, soit a la veine marginale de Voreille opposée 
a celle ou. fut pratiquée l’injection, Afin de rendre Vexpérimen- 
tation plus aisée, nous avons placé les animaux en position d’opis- 
thotonos, comme il a été décrit [8]. Ce procédé assure limmo- 


(*) Présenté [4] 4 la LXXIVe Réunion de l’American Physiological 
Society, Federation Meeting, San Francisco, Californie, 11-15 avril 1955. 
(**) Manuscrit recu le 7 juin 1956. 
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bilité compléte de l’animal non anesthésié ; ainsi, les prélévements 
successifs peuvent étre fails dans les meilleures conditions. Des 
échantillons de 1 4 2 cm® sont prélevés chaque fois. Une partie 
du sang recueilli sert 4 la préparation des frottis qui subiront une 
double coloration, Vautre partie sert a la numération des pla- 
quettes. Celte numération a été faite selon la méthode de Brecher 
et Cronkite [4, 5] en utilisant l’oxalate d’ammonium : ce dernier 
donne une hémolyse parfaite et assure l’éclaircissement du fond. 
La numération des plaquettes est nécessaire pour mettre en évi- 
dence la thrombocytopénie qui suit l’injection du BCG, ainsi que 
pour se rendre compte du nombre et des dimensions des agelu- 
tinats de plaquettes. Par ailleurs, les frottis sont utilisés pour 
mettre en évidence les agglutinats de plaquettes, les dimensions 
de ces derniers, ainsi que l’adhérence des mycobact¢ries a ces 
ageglutinats. 

Pour montrer que le BCG est bien adhérent aux plaquettes, 
on centrifuge le sang citraté, a faible vitesse : 800 tours/minute 
pendant vingt minutes, on recueille le plasma surnageant qui est 
trés riche en plaquettes et on le lave a froid, avec du sérum 
physiologique. Le lavage est répélé trois fois, puis le culot est 
mis en suspension ; on procéde alors a l’étalement sur lame. 
Ce triple lavage est destiné 4 montrer la ténacité de l’adhérence 
des plaquettes entre elles de méme que l’adhésion des mycobac- 
téries aux agglutinats. Sur tous les frottis secs, on effectue une 
double coloration que nous avons mise au point nous-mémes et 
qui permet de colorer 4 la fois les plaquettes et les mycobactéries. 
Le frottis doit, tout d’abord, étre fixé 4 l’alcool méthylique : 
XV gouttes, pendant deux minutes; sans laver, on ajoute la 
fuchsine Zieh] qu’on laisse agir pendant quinze minutes, a |’étuve 
a 87°. On décolore ensuite par une solution d’acide nitrique 
a 5 p. 100, pendant une minute, puis a Valcool 4 95° pendant 
une minute. On procéde a un lavage et on commence la coloration 
des plaquettes. Nous signalons les deux procédés qui nous ont 
donné les meilleurs résultats : 1° coloration 4 l’aide d’une solu- 
tion Giemsa R (XV gouttes pour 10 cm’) pendant vingt minutes 
ou, 2° coloration par une solution 4 1 p. 100 de bleu de crésyl 
brillant pendant vingt minutes. On lave a l’eau ordinaire puis on 
séche a lair. 

R&suLTATS. 


La figure 1 représente une comparaison (moyenne sur ll lapins) 
entre la chute des plaquettes aprés une injection intraveineuse 
de 0,4 mg de BCG/kg et celle correspondant a l’injection de 
2 mg de BCG/kg. On constate que la dose la plus élevée provoque 
une chute plus grande. Le graphique met en évidence que cetle 
chute commence pendant les dix premiéres secondes et continue 
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pendant les cinq premiéres minutes, puis, entre les cing et trente 
minutes suivant l’injection, le nombre des plaquettes augmente 
de nouveau sans toutefois revenir 4 la normale. 

Sur la figure 2, nous pouvons voir la comparaison des chutes 
de plaquettes et de leucocytes pendant les soixante premiéres 
secondes suivant l’injection intraveineuse de BCG chez le lapin. 


BCG 04 mg/kg 
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Fic. 1. — Comparaison de la chute du nombre des plaquettes aprés V’injection 


intraveineuse de 0,4 mg/kg et de 2 mg/kg de BCG chez le lapin. 


Ces diagrammes révélent nettement que la chute des plaquettes 
chez le lapin, précéde la chute des leucocytes, et établissent que, 
pendant les dix premiéres secondes, les plaquettes seules sont 
affectées. 

Les frottis faits avec les échantillons de sang prélevés dix et 
trente secondes aprés l’injection de BCG montrent, pour la plu- 
part, des plaquettes agglutinées auxquelles adhérent les myco- 
bactéries. Sur les frottis obtenus avec |’échantillon de sang pré- 
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levé une minute aprés linjection de BCG, on retrouve encore 
le phénoméne d’adhérence bacillaire et agglutination, mais moins 
fréquemment que lors des deux précédentes prises de sang. Sur 
les échantillons prélevés, cing et trente minutes aprés P injection 
de BCG, nous n’avons jamais rencontré ce phénoméne, et nous 
n’avons pas trouvé non plus de bacilles libres dans le sang. 


LEUCOCYTES x 10° 


L 


P= PLAQUETTES x 105 
ow 
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Fig. 2. — Comparaison de la chute du nombre des plaquettes et des leucocytes 


pendant les soixante premiéres secondes apres l’injection intraveineuse de 0,4 mg/kg 
de BCG chez le Japin. 
Traits pleins, plaquettes. Traits pointillés, leucocytes. 


DISCUSSION. 


Nos expériences et nos observations nous ont permis de conclure 
que l’agglutination plaquettaire et ladhérence des mycobactéries 
aux agglutinats de plaquettes ont lieu simultanément et que, 
d’autre part, ce double phénoméne semble se produire instanta- 
nément, bien que le mécanisme de ces processus nous échappe. 
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Les premiers leucocytes ayant phagocyté, les mycobactéries 
apparaissent seulement cing minutes aprés l’injection de BCG 
dans le sang circulant. Ces résultats montrent nettement que la 
premiére réaction de l’organisme contre Vinvasion du BCG dans 
la circulation est agglutination des plaquettes et l’adhésion du 
BCG 4 ces plaquettes et non la phagocytose généralement acceptée 
jusqu’a maintenant. La phagocytose rencontrée dans divers 
organes du lapin est un processus qui fait suite 4 lagglutination 
plaquettaire et A ladhésion des mycobactéries [6, 7], ces derni¢res 
étant probablement, comme la phagocytose, des phénoménes bio- 
logiques de réaction de l’organisme. 

‘Le role joué par les plaquettes dans la genése et l’immunologie 
de la tuberculose des mammiféres a échappé jusqu’a maintenant 
aux expérimentateurs, probablement parce qu’a notre connais- 
sance, aucune observation n’a été faite dans un délai aussi court 
aprés l’injection de BCG, et ce double réle constitue l’objet de 
nos études présentes [6, 7, 8]. 

Ce phénoméne ne semble pas limité aux seules mycobactéries. 
Il fut étudié in vitro par divers auteurs [9, 410, 44, 42, 43, 
44, 45, 46] sur d’autres microorganismes que les mycobactéries. 
La seule étude in vivo réalisée jusqu’a nos jours est celle de 
M”° Popesco-Combiesco avec le bacille typhique chez le lapin [417]. 
Cet auteur n’a pas dénombré les plaquettes, mais a trouvé sur 
les frottis de sang et dans les coupes d’organes, des agglutinats 
de plaquettes et des bacilles typhiques adhérant a ces agglutinats. 

Les observations biomicroscopiques {2, 18, 19] de la circula- 
tion, les embolies produites par le BCG nous ont incités a entre- 
prendre nos travaux. Elles ont permis de découvrir ces phéno- 
ménes d’agglutination plaquettaire et d’adhérence des mycobac- 
téries aux plaquettes. Ces résultats appellent des études nouvelles 
portant sur différents microorganismes et nécessitant des méthodes 
capilaroscopiques, hématologiques, histologiques et immunolo- 
giques. Nos études, sur des plans divers, ont conduit a des 
résultats nets, et il ne nous semble plus possible de négliger 
de chercher la signification de ce phénoméne. I] est possible égale- 
ment, que ces résultats nous apportent des directives nouvelles 
pour l’étude de la tuberculose et, peut-étre, aussi pour celle 
d’autres maladies infectieuses (1). 


RESUME. 


L’injection de BCG dans le systéme circulatoire du lapin conduit 
a une thrombocytopénie. Celle-ci a lieu presque: instantanément, 


(1) Nous remercions le D’ van Deinse pour la souche de BCG qu’il 
a bien voulu mettre & notre disposition. 
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dans les dix premiéres secondes aprés l’injection, parallélement 
4 une agglutination des plaqueltes et & une adhérence des myco- 
bactéries. 

La phagocytose est observée dans le sang, cinq minutes aprés 
injection de BCG, et constitue un phénomeéne succédant a VPageglu- 
tination des plaquettes et & Vadhérence des mycobactéries aux 
plaquettes. Ces deux derniers phénoménes constituent la réaction 
premiére de l’organisme des mammi'éres contre l’invasion des 
mycobactéries dans la circulation. 

Nous avons également observé une chute du nombre de leuco- 
cytes ; cette chute n’est nette qu’aprés trente secondes, mais elle 
est précédée par la chute du nombre de plaquettes. 


SUMMARY. 


Injection of BCG into rabbit’s circulatory system results in a 
thrombocytopenia, which takes place almost immediately, within 
ten seconds, after the injection. At the same time, agglutination 
of platelets and adherence of Mycobacteria are observed. 

Phagocytosis is observed in blood five minutes after injection 
of BCG succeeding to agglutination of platelets and adherence of 
Mycobacteria. These last two phenomena constitute the first 
reaction of mammals against invasion of the circulatory system 
by Mycobacteria. 

The authors have also observed a decrease of the leucocytes, 
which is preceded by a decrease of the platelets. 
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MUTANT D'UN BACTERIOPHAGE TEMPERE 
CHEZ BACILLUS MEGATERIUM 


par H&évine IONESCO (’*). 


(Institut Pasteur, Service de Physiologie microbienne) 


Au cours de recherches sur la lysogénie chez Bacillus mega- 
terium (B. m.), nous avons observé des changements dans le com- 
portement de certaines souches lysogénes. L’apparilion de nou- 
veaux types de phages dans une souche qui avait apparemment 
perpétué pendant longtemps un seul prophage, a surtout attiré 
Vattention. Nous décrirons dans ce mémoire les caractéristiques 
des divers phages et les propriétés de divers systémes lysogénes. 


SOUCHES ET MILIEUX. 


SoucHEes Lysocknes. — B.m.91(1+)o (o pour original) est la 
souche défective inductible étudiée par Lwoff et Siminovitch [4]. 
B.m.91(1)m (m pour modifié) provient d’un clone 91(1+)o qui, a 
un moment donné, s’est mis 4 produire les phages de types nou- 
veaux que nous décrirons par la suite. B.m.899(1+)o (o pour ori- 
ginal) est la souche « 899 » de den Dooren de Jong. B.m.17(2) a 
été décrit par ailleurs [2]. B.m.10(8) est une souche isolée par 
M’* Delaporte d’un échantillon de sol. 


SoucHes piTEcTrRIcEs. — Nous avons utilisé indifféremment, soit 
un mutilat asporogéne et non lysogéne M, soit la souche « Mox ». 
Celle-ci est une souche non lysogéne, isolée 4 partir d’un clone 
899(1+)o par passages successifs en milieu oxalaté [3]. 

B.m.9la est un clone non lysogéene obtenu par passages en 
milieu oxalaté, a partir de B.m.91(1+)o, avant que les propriétés 
de cette souche aient été modifiées. 


Mizieux. — 1° Bouillon. — « Difco broth », 8 g; eau bidistil- 
lée, 1000 cm’. On ajoute, aprés stérilisation, les éléments sui- 
vants: KCl 1,3 x 10°M; SO,Mg + 7H,O 10-3M; CI,Mn + 
4H,O 10-°M ; SO,Fe + 7H,O 10-*M; 50,Cu + 5H,O et SO,Zn 
+ 7H,O 10—*M ; (NO,),Ca 10—*M. Le milieu est 4 pH 7. 


‘*) Manuscrit recu le 2 juillet 1956. 
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2° Solution de sels minéraux. — PO,H,K 3,4 g; SO,(NH,), 
0,5 ¢; SOQ,Mg + 7H,0 0/05 ¢5SO;Pe= 711,070, 000Dee eau 
bidistillée, 1000 cm’. Le pH est amené a 7,0 avec KOH. Cette 
solution, diluée cinq fois et additionnée de SO,Mg, 7H,O et de 
(NO,).Ca pour des concentrations finales de 10—*M, nous a servi 
pour faire les dilutions nécessaires aux numérations de phages ou 
de bactéries. 

3° Milieux solides. —- Macération de viande, 100 cm* ; peptone 
(Uclaf), 10 g ; chlorure de sodium, 10 g ; eau bidistillée, 900 cm$ ; 
NaOH pour pH 7. Le milieu est gélosé a 12 g/l pour la couche 
inférieure des boites de Petri ; a 7 g/l pour la couche supérieure 
qui contiendra le mélange de phages et de bactéries sensibles ; 
a 20 g/l enfin pour les numérations bactériennes. 


ILES MUTANTS DU PHAGE 1+. 


Avant de décrire ces mutants, rappelons que Gratia avait déja 
mentionnné l’apparition d’un mutant virulent C du bactériophage L 
chez Bacillus megaterium 899 [4]. Par la suite, Murphy a isolé, 
a partir du méme phage T, produit par la souche 899a, une série 
de mutants qui peuvent étre facilement distingués par la morpho- 
logie des plages. L’étude génétique d’un certain nombre de ces 
mutants a montré que le pourcentage des recombinants a une 
valeur propre pour chaque paire de types parentaux utilisés dans 
le croisement et que les caractéres étudiés sont situés sur un seul 
groupe de liaison [5, 6]. La nomenclature des phages du B. mega- 
terium n’a pas été codifiée. 

Nous ne savons pas si le phage appelé 1 par Lwoff et ses col- 
laborateurs correspond au phage que Murphy a étiqueté tout 
@abord T, puis « wild type ». Nous continuerons donc A le dési- 
gner par 1+. 


*~ 
x** 


Les mutants du bactériophage tempéré 1+ que nous allons décrire 
sont apparus dans la souche défective 91(1+)o. Pendant prés de 
trois ans, cette souche avait donné uniquement le phage I+ et était 
restée inductible. Nous nous sommes apergue, un beau jour, qu’elle 
avait perdu son inductibilité et que les filtrats de culture ne ren- 
fermaient plus de phage 1+, mais deux phages nouveaux. Cette 
nouvelle souche a été appelée 91(1)m (m pour modifié), pour la 
distinguer de la souche 91(1+)o. Les deux phages produits par 
la souche 91(1)m, dont l’un donne de grandes plages troubles, 
l'autre de grandes plages claires, seront respectivement appelés 
lehet (ec, 

Le phage lgt forme sur la souche sensible des plages de 3 mm 
de diamétre environ, avec un centre trouble bien marqué, entouré 
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d'une zone claire. Les bactéries lysogénes M(1gt) et Mox(lgt) 
sont inductibles. ‘Le phage lgc donne des plages claires de 4 a 
4,5 mm de diamétre, 4 contour trés net (fig. 1). Les bactéries 
lysogénes M(1gc) et Mox(1gc) ne sont pas inducetibles. 

Dans une expérience destinée a identifier les phages produits 
par une seule bactérie, Pune des boites de Petri a montré exclusi- 
vement des petites plages troubles : ce sera le phage Ipt. Ce 
phage Ipt donne des plages de 1,0 4 1,5 mm de diameétre, centrées 
d’une zone trouble. A la périphérie de 3 a 6 p. 100 de ces petites 
plages troubles, on observe un croissant clair. Ce dernier renferme 
un phage dit Ipe (petit clair) dépourvu du pouvoir de lysogénisa- 


Fic. 1. — Aspect des plages jroduites, sur la souche sensible M, par les 
phages 1+ (a), lge (6), Igt (c), Ipc (d) et Ipt (e). 

a: taille normale ; 

b, c, d, e : agrandissement x 2. 


tion. Les phages que nous venons de décrire sont scérologiquement 
apparentés au phage 1+ et présentent la méme sensibilité que 
celui-ci au rayonnement ultraviolet. 

Lorsque l’on étale 10° phages 1gc, lpc, Igt ou Ipt sur des sou- 
ches lysogénes lgc ou lgt, on n’observe pas de plages. L’action 
des divers phages sur la souche lysogéne Ipt est différente selon 
qu’il s’agit des phages Ipc, 1gt et Ipt, d’une part, et du phage 1gc 
d’autre part. Les premiers ne donnent pas de plages sur les bac- 
téries Ipt. Par contre, si l’on étale le phage 1gc sur des bactéries 
lysogénes Ipt, on observe de toutes petites plages claires. Celles-ci 
sont en nombre de cinquante a cent fois inférieur a celui donné 
par la méme suspension de phage lge sur le mutilat sensible. 
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L’analyse de ces petites plages montre qu’elles renferment le 
phage lgc. Celui-ci se développe done dans les bactéries lyso- 
génes Ipt [tableau I] (1). 


TaBLEAu I. 


Systemes lysogénes 
Phages 


! 
1 1ge 


0 : pas de plage ; 
+ : plage. 


La question se posait de savoir si la souche 91(1)m Gélait une 
souche mixte contenant un mélange de bactéries lysogenes lgc, 
Igt et Ipt. Nous avons tout d’abord traité les bactéries par du 
sérum antiphage 1+ 41 p. 100 pendant trois heures a 37°, et isolé 
24 clones lysogénes. Aucun de ces clones n’était inductible. Tous 
produisaient les deux phages lge et lgt. Dans tous les cas, !e 
nombre des phages clairs était au moins le double de celui des 
phages troubles. Chacune des bactéries de la souche 91(1)m per- 
pétuait la propriété de produire les phages lgc, lgt et beaucoup 
plus rarement le phage Ipt. La souche $1(1)m ne semble donc pas 
étre un mélange de bactéries lysogénes pour les différents mutants 
du phage 1+. 

Les phages mutants étaient-ils produits simultanément ? Pour 
répondre a cette question, une culture de B.m.91(1)m, sensible a 
la streptomycine, prélevée au cours de sa phase de croissance 
exponentielle, a été traitée par du sérum antiphage pendant quinze 
minutes a 37°, afin d’éliminer les phages libres. Elle a été ensuite 
diluée dans du milieu neuf et répartie dans une série de tubes & 
raison d’un petit nombre de bactéries pour chacun. Au bout de 
deux heures a 37°, le contenu de chaque tube a été étalé sur gélose 
a la streptomycine, en présence d’une souche de mutilat sensible 
aux phages et résistant a l’antibiotique. 


(1) Depuis que ce travail a été effectué, trois phages nouveaux sont 
apparus dans la souche M (lpt). Deux de ces phages sont tempérés et 
donnent respectivement des petites plages claires avec halo trouble et 
des grandes plages claires. L’autre est virulent et donne des plages 
grandes et claires. 
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Le tableau II montre les résultats de deux de ces expériences. 
On voit que les bactéries 91(1)m produisent les phages lge et lgt A 
exclusion du phage 1+, et qu’il n’y a pas eu de phage Ipt pro- 
duit dans ces deux expériences. Nous avons trouvé soit l’un, soit 
Pautre des types indiqués dans tous les tubes contenant des 
phages, a Vexception d’un seul, qui renfermait les deux types. 


TasLeau II, 


o Wl u Nombre de tubes 1 Rendement 
sol i y unitaire 
® NSB UE Sea So oie i moyen 
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(*) Nombre moyen de bactéries par tube A temps O. 

On peut calculer, d’aprés Ja distribution de Poisson, le nombre de tubes devant 
contenir plus d’une bactérie productrice. Ce calcul donne 6,18 pour l’expérience I 
et 2,13 pour l’expérience Il. 


Ce fait peut s’expliquer aussi bien par la lyse de deux bactéries 
libérant des phages différents que par une production individuelle 
mixte. Rappelons que le phage Ipt a été libéré par une seule 
bactérie dans une expérience du méme type, mais qui ne figure 
pas dans le tableau. L’apparition de mutants lgc, lgt ou Ipt a 
été observé dans toutes les souches 9la que nous avons lysogé- 
nisées par le phage 1+. Aucune des autres souches (M et Mox) 
lysogénisées par ce phage n’a produit ces mutants. Une série 
d’expériences destinées 4 montrer le réle possible de la consti- 
tution génétique de la bactérie dans la mutation du phage 1+ a 
donné pendant quelques semaines des résultats impressionnants. 
Mais les expériences n’ont pu étre répétées. Nous ne discuterons 
donc pas le probléme plus avant. L’étude de Jlinductibilité va 
nous montrer, en tous cas, l’importance de la constitution géné- 
tique de la bactérie dans les propriétés des systémes lysogénes. 


VARIATIONS DE L’INDUCTIBILITE. 


La souche 91 (1+)o était inductible; la souche 91(1)m ne 
lest pas. Comment se comportent les phages lgc, lgt et Ipt 
produits par cette souche ? Nous avons lysogénisé avec ces 
phages les souches sensibles M, Mox et 9la. Les résultats obtenus 
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apres irradiation par la lumiére ultraviolette des divers systemes 
lysogéenes sont résumés dans le tableau III. 


On voit que le développement des phages Igt et Ipt est induit 
lorsque la bactérie-hdte est M ou Mox, alors qu’il ne l’est pas 
lorsque la bactérie-hote est 91a. Ajoutons que le phage 1+ est 
inductible dans les souches 899, M, Mox et 17. L’induction du 
développement du phage lge s’est, par contre, révélée impos- 
sible méme dans M ou Mox. 


Tasiesu III. 


Prophages 


Systemes 


inductibles 


Systemes 


non inductibles | 
i} 


Etudiant autrefois le caractére inductible des souches trans- 
portant le prophage 2, nous avions conclu que l’inductibilité était 
une propriété génétique du prophage [2]. On pourrait étre tenté 
de déduire de nos nouvelles expériences que Vinductibilité est, 
au contraire, liée 4 une propriété du matériel génétique de la 
bactérie, la structure du chromosome bactérien déterminant le 
earactere inductible ou non-inductible du systéme lysogéne. 
Cependant, l’exemple du phage 3 nous montre que celui-ci est 
inductible, méme dans la souche 9la. Le développement du phage 
dans le systéme lysogéne 9la peut donc étre induit lorsqu’il s’agit 
du phage 8, mais ne peut l’étre lorsqu’il s’agit des mutants du 
phage 1. 

Ajoutons que, dans les souches Qla(Igt) et 9la(Ipt), le matériel 
génétique du phage ne semble avoir subi aucune transformation 
irréversible. En effet, si avec le phage produit par l’une de ces 
souches non inductibles, on lysogénise une souche M ou Mox, 
les systemes lysogénes résultants sont inductibles. Inversement, 
si on lysogénise la souche 91a avec les phages 1gt ou Ipt, pro- 
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duits 4 la suite de l’induction d’une souche inductible, on obtient 
des systémes non inductibles (2). 


Discussion. 


La souche lysogéne 91(1+)o produisait en 1950 le phage 1+. 
S’il existait, dans cette souche, ace moment, des mutants du 
phage 1+. ceux-ci étaient en proportion si faible qu’ils ne 
pouvaient étre détectés. Il est évident que le prophage 1+ 
a subi des mutations, puisque la souche lysogéne modifiée ne 
produit plus ce phage 1+, mais uniquement les phages lge et lgt 
et plus rarement le phage Ipt. Tout se passe comme s’il s’agis- 
sait d’une souche lysogéne double ou d’une souche lysogéne 
triple Igc, lgt et Ipt. 

Pour ce qui concerne le caractére d’inductibilité des systemes 
lysogénes, deux cas peuvent se présenter. Certains phages donnent, 
suivant leur nature, des systémes, soit mductibles (phages 1+ et 3), 
soit non inductibles (phages lge et 2), quelle que soit la souche 
bactérienne utilisée. D’autres phages (lgt et lpt) donnent des 
sysltemes inductibles dans certaines souches bactériennes (M et 
Mox), non inductibles dans d'autres (91a). Cependant, le phage 
issu d’une souche bactérienne donnée, transporté dans une autre 
souche bactérienne, se comporte comme le phage original. Le 
caractére inductibilité est, dans ce cas, imposé au prophage par 
Vhote bactérien. Par conséquent, le matériel génétique du phage 
nest pas modifié par sa perpétuation dans un systéme induc- 
tible ou non inductible, Vinductibilité ou la non inductibilité du 
systéme lysogéne étant liée, dans le cas des prophages lgt et Ipt, 
aux caractéres génétiques de la bactérie. 

L’ensemble de ces constatations conduit 4 Ja conclusion que le 
caractére inductible ou non inductible d’un systéme lysogéne 
nest, en derniére analyse, une propriété ni du phage, ni de la 
bactérie, mais du systeme prophage-bactérie. 


RESUME. 


1° Le phage 1+ a donné, dans la souche lysogéne de Bacillus 
megaterium 91(1+)o, les mutants Ige, Igt et lpt tempérés. Le 
phage lpt a donné a son tour le mutant Ipe dépourvu du pouvoir 
de lysogénisation. 

2° Aucun des quatre phages étudiés ne donne de plages sur les 
souches lysogénes lgc, lgt et Ipt, 4 exclusion du phage Ige qui 
donne des plages sur les bactéries lysogénes Ipt. 

(2) Nos résultats concernant l’induction ont déja été discutés par 


A. Lwoff dans « Perspectives and horizons in microbiology », a Sympo- 
sium edited by Selman A. Waksman, Rutgers University Press, 1955. 
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3° Aucune des souches lysogénes perpétuant les prophages lgc 
et 2 n’est inductible. 

4° Toutes les souches perpétuant le prophage 3 sont induc- 
tibles. 

5° Les prophages lgt et Ipt sont inductibles dans les souches M 
et Mox et non inductibles dans la souche 91a. Tout se passe 
comme si l’inductibilité d’un systéme lysogéne était liée a la fois 
a la constitution génétique du phage et de la bactérie. 


SUMMARY. 


1° The lysogenic strain of Bacillus megaterium 91(1+)o gave 
rise to three different mutants of the phage 1+ : lge (large clear), 
lgt (large turbid), and Ipt (small turbid), all of which are tem- 
perate. Subsequently the mutant lpt produced the mutant Ipc 
(small clear) which is unable to lysogenize. 

2° None of the four phages studied plate on B. m. lysogenic 
for lgc, lgt, or Ipt with one exception, lgc plates on bacteria 
lysogenic for Ipt. 

3° All the strains lysogenic for lge and 2 are non-inducible. 

4° All the strains lysogenic for 3 are inducible. 

5° The prophages lgt and lpt are inducible when carried by 
bacterial strains M and Mox but are non-inducible when carried 
by 9la. It seems, therefore, that inducibility of a given lysogenic 
system depends on the genetic constitution of both the bacterium 
and the phage. 
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LES ANTIGENES 
ERYTHROCYTAIRES ET PLASMATIQUES DES PORCS 


par Mve L. PODLIACHOUK et A, EYQUEM (’). 


(Institut Pasteur, Centre d’Etudes des Groupes Sanguins 
des Animaux [Service de M. R. Dusarric ve La Rivitre)) 


Les récentes observations sur la maladie hémolytique néo- 
natale des gorets {4] ont ramené l’altention des immunologistes 
sur les antigénes érythrocytaires des groupes sanguins des pores. 

Nos connaissances sur ces antigénes ont débuté avec les résultats 
obtenus par Fischbein (19138), Szymanowski et coll. (1926) [2], 
Kaempffer (1932), Hardt (voir in vol. de R. Dujarric de la Riviére 
et A. Eyquem [8}), qui ont distingué trois catégories sérologiques 
de porcs, l’une possédant l’antigéne érythrocytaire A, l’autre pos- 
sédant dans son sérum l’agglutinine anti-A homologue et la troi- 
siéme ne possédant ni l’antigéne, ni Vagglutinine. 

Si Pantigéne A est le plus facile 4 mettre en évidence 1! existe 
d’autres antigénes érythrocytaires identifiables, soit 4 l’aide d’iso- 
agglulinines naturelles, soit 4 l’aide d’iso-immun-agglutinines. 

Une précédente étude faite en 1947 nous avait amenés a postuler 
Vexistence de quatre agglutinogénes A, B, C, D, décelables a l'aide 
d’iso-agglutinines naturelles [8]. D’autres résultats obtenus par 
Szent-Ivanyi [4] se sont montrés en faveur de lexistence de quatre 
agglutinogénes. A l’aide d’iso-immun-agglutinines, d’autres cher- 
cheurs ont pu individualiser différents systémes : Kunhs (1950), 
J. Hoet et Gelders (1950) [8], Andresen (1955) [5]. 

Un syndrome hémolytique néo-natal a été observé, qui semble 
imputable a une iso-immunisation, soit naturelle (Szent-Ivanyi [6)), 
soit aprés vaccination (Kershaw [7], Buxton [8]). 

A laide de ces iso-immunagglutinines, il a été possible de pro- 
duire chez le goret nouveau-né une maladie hémolytique expé- 
rimentale (Bruner [9]). D’autres fois, l’injection d’iso-immun- 
agglutinines de titre élevé n’a pas eu de conséquences patholo- 
giques (Gelders [8]). Nous verrons quelle interprélation on peut 
donner de ce fait. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1956. 
Annales de VInstitut Pasteur, t. 94, n° 5, 1956. oy 
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I. — LEs ANTIGENES ERYTHROCYTAIRES. 


Nous avons pratiqué l’examen du sérum et des globules rouges 
de 345 porcs adultes, non sélectionnés. 


Nous avons recherché ]’existence des iso-agglutinines et des 1so- 
hémolysines et pratiqué examen, dans certains cas, dans les 
vingt-quatre heures, dans d’autres, dans les trente-six heures, qui 
suivent le prélévement. Les réactions ont été réalisées en tubes, 
en groupant les animaux par séries de 20 et en mettant en contact 
I goutte de sérum frais avec I goutte de globules rouges a 2 p. 100 
lavés préalablement trois fois avec de ]’eau physiologique. Une lec- 
ture a été pratiquée a Vceil nu a l’aide d’un miroir concave, aprés 
un séjour de deux heures a la température du laboratoire ; puis 
par centrifugation, 1 mn a 1500 tours. Nous avons observé des 
iso-agglutinations et des iso-hémolyses, que nous avons attribuées 
& un anticorps qui s’est révélé identique a l’agglutinine anti-A des 
travaux antérieurs. 

La presque totalité des pores (88 p. 100) qui ne possédent pas 
Pantigéne érythrocytaire A, possédent dans leur sérum un iso- 
anticorps anti-A. Cet anticorps est dans 80 p. 100 des cas décelable 
sous forme d’iso-agglutinine, mais dans 20 p. 100, sous forme 
d’iso-hémolysine, lorsque les examens sont réalisés dans les 
vingt-quatre heures qui suivent le prélévement. 

Le titre de cette agglutinine est faible, le plus souvent de 4 a 8, 
rarement de 32. 

Un deuxiéme antigéne X a été mis en évidence grace a un anti- 
corps quia été rencontré une fois isolément, titrant 16, et une fois 
associé a une iso-agglutinine anti-A, titrant 4. Fait particulier, les 
mémes échantillons de sérum étudiés aprés un séjour de trois ou 
quatre jours 4 4° ou 4 — 10°, ne contenaient plus d’iso-hémo- 
lysines, mais des iso-agglutinines. Les iso-agglutinines trés faibles 
n’étaient plus révélables vis-a-vis de globules rouges normaux. 

La répartition des deux antigénes étudiés sur une premiére série 
de 160 animaux, a donné les résultats suivants 


A-positif : 81 A-négatif : 79 
X-positif : 130 X-négatif : 30 


Nous avons étudié les relations existant entre les deux anti- 
génes : le systeme A comprend des individus A+ et A — dont les 
caractéres sérologiques dépendent des génes A® et AY; le sys- 
téme X comprend des individus X-positifs et X-négatifs dont les 
caractéres sérologiques dépendent de deux génes X4 et X>. 


On pouvait supposer que les couples d’allélomorphes de ces 
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deux systémes pouvaient étre transmis indépendamment, leur pré- 
sence étant dominante sur leur absence. 

Nous avons vérifié cette hypothése a l’aide du test de confor- 
mité y?. Les répartitions observées et calculées des différents phé- 
notypes sont les suivantes (tableau I). 


TaBLeAu I. 


Pe eouine: 


A 15 
x 64 
AX 66 
(0) 15 


La valeur de x? pour un degré de liberté et une probabilité 
de 0,05 est de 3,841. 

La valeur de x? égale 4 0,0065 n’est pas significative et corres- 
pond a la probabilité comprise entre 1 et 0,9 pour un degré de 
liberté. 

Ces résultats permettent de considérer que les deux antigénes A 
et X dépendent de génes qui sont soumis 4 une ségrégation indé- 
pendante. 


Calculés 


Il. — L’anrickNeE PLASMATIQUE. 


Différentes espéces animales sont connues pour posséder dans 
leur plasma, en solution, le méme antigéne érythrocytaire décelable 
par iso-agglutination. 

L’antigéne plasmatique peut étre mis en évidence par absorption 
de l’iso-agglutinine. 

Le sérum de pore contenant |’iso-agglutinine anti-A est mis en 
contact pendant une heure a 20° avec un volume égal ou un 
volume double du sérum a étudier. On examine aprés |’épreuve 
d’absorption, l’activité agglutinante comparativement A celle du 
sérum non absorbé. 

Le sérum de 160 porcs a été étudié: le sérum des 79 porcs 
A-négatifs ne posséde pas de substance A plasmatique. La plu- 
part des porcs A-positifs possédent l’antigéne plasmatique A. 
Parmi 81 sujets examinés, 40 possédent une forte concentration 
d’antigene A plasmatique, 15 une faible quantité et 26 n’en pos- 
sédent pas de décelable. 

Cette propriété inhibitrice est bien spécifique car les mémes 
échantillons de sérum n’absorbent pas l’agglutinine anti-X. ‘Les 
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57 porcs X-positifs examinés ne possédent pas de substance inhi- 
bitrice de cette agglutinine dans leur sérum. 


Ill. — L’anrickNeE HETEROPHILE A. 


Les études de Neimann-Sorensen, Rendel et Stone [40] et les 
observations que nous avons faites [44] ont établi la parenté séro- 
logique des antigénes J bovin, R du mouton et A de homme et 
leur présence chez des animaux de différentes espéces. 

Cette communauté anligénique peut étre établie par la réaction 
d’inhibition. Dans ce but, il faut éliminer l’agglutinine hétéro- 
spécifique du sérum dans lequel on désire rechercher l’antigéne 
soluble ; par exemple, pour étudier dans le sérum de pore les anli- 
génes solubles communs aux antigénes érythrocytaires humains, 
on doit éliminer au préalable l’agglutinine hétérospécifique anti- 
homme a l’aide de globules rouges humains O. Pour rechercher 
les antigénes communs aux porcs (A) et aux moutons (R) on doit 
éliminer l’agglutinine hétérospécifique de pore anti-mouton, a 
aide de globules rouges de mouton R-négatif. 


1° RaprporT ENTRE LES ANTIGENES HUMAINS ET LES ANTIGENES POR- 
cins. —- Les communautés antigéniques entre homme et le pore 
sont connues depuis les travaux de Szymanowski [2], notamment 
en ce qui concerne l’antigéne érythrocytaire A de ces deux 
espéces [3]. 

Nous avons observé que l’tso-agglutinine porcine anti-A est 
absorbée par les globules rouges humains A; elle ne lest pas 
par les globules rouges humains B et O. Le titre de cette agglu- 
linine peut atteindre 256 vis-a-vis de globules rouges humains A. 
L’agglutinine hétérospécifique qui existe dans le sérum de la 
plupart des porcs peut avoir un titre de 16. 

L’iso-agglutinine porcine anti-A est absorbable par la salive des 
hommes sécréteurs de substance A ; elle ne l’est pas par celle des 


Tapeau Ie i. Répartition des antigénes érythrocytaires et plasma- 
tiques hétérophiles du pore inhibiteurs des anticorps anti-J bovin, 


R ovin, A humain et A porcin. 
ANTI-aA HUMAIN | ANTI-A PORCIN 
+ 


eid PORC ANTI-J BOVIN ANTI-R OVIN 
A+ + + 


G.R. 
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sécréteurs de substance H, appartenant au groupe O. Elle J’est 
aussi par le sérum d’homme du groupe A et ne l’est pas par celui 
dhomme O et B. 

L’iso-agglutinine humaine anti-A est absorbée par les globules 
rouges de pores A-positifs, vis-a-vis desquels elle peut présenter 
un titre de 64; elle ne lest pas par les globules rouges et les 
sérums de pores A-négatifs, méme lorsqu’ils possédent 1|’anti- 
géne X ; elle est aussi absorbable par le sérum de pore contenant 
de la substance A et ne possédant pas d’hémagglutinine vis-a-vis 
de globules rouges humains A (tableaux II et III). 


Tasteau JI]. — Répartition des antigénes hétérophiles inhibiteurs de 
Viso-agglutinine anti-A porcine dans les globules rouges et sérum 
d’homme, boeuf et mouton. 


2° RAPPORT ENTRE PORCS ET MOUTONS. — L’iso-agglutinine por- 
cine anti-A est absorbée par les globules rouges et le sérum de 
moutons R-positifs ; elle ne l’est pas par les globules rouges et 
le sérum de moutons R-négatifs. 

Inversement, l’iso-agglulinine ovine anti-R est absorbée par les 
globules rouges de porcs A-positifs et le sérum de porcs contenant 
de la substance A; elle ne l’est pas par les globules rouges et !e 
sérum de porcs A-négatifs. 


83° RAPPpoRT ENTRE PORCS ET BoEUFS. — L’iso-agglulinine por- 
cine anti-A n’est pas absorbée par les globules rouges de boeuf 
J-positif (Jes) ou J-négatif (Js et J*); elle ne l’est pas non plus 
par le sérum de beeuf J-positif (Jes) et J-négatif (Js et J4), débar- 
rassé au préalable des hétéro-hémagglutinines anti-porc. 

L’iso-hémolysine bovine anti-J est absorbable par les globules 
rouges de pore A et le sérum de pore contenant de la substance A : 
elle ne l’est pas par les globules rouges ni Je sérum_ le porcs 
A-négatifs. 


4° RAPPORT ENTRE PORCS ET CHIENS. — L’iso-agglutinine porcine 
anti-A est inhibée par le sérum de 6 chiens sur 17, qui possédent 
un antigéne plasmatique inhibant l’isoagglutinine ovine anti-R et 
’iso-hémolysine bovine anti-J [44]. 
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ACTION DES ISO- ET HETERO-AGGLUTININES 
SUR LES GLOBULES ROUGES PAPAINES DU PORC. 


Le comportement assez singulier des hémagglutinines contenues 
dans le sérum de pore a été noté par Saison, Goodwin et 
Coombs [42]. Nous avons fait les observations suivantes : 

Aprés quelques jours de conservation du sérum 4 — 20°, l’iso- 
agelutinine porcine anti-A, de titre inférieur a 4, n’est plus active 
sur les globules rouges normaux de pores A-positifs, mais elle 
peut létre a un titre de 32 a 128, sur ceux traités par un enzyme 
protéolytique extrait de la papaine. 

Le sérum de porcs contenant une iso-agglutinine porcine 
anti-A, posséde de plus, associée, une agglutinine hétéro-spéci- 
fique active sur les globules rouges humains normaux d’un titre 
de 16 et 4 un titre 2, 4, 8 fois plus élevé sur les globules papainés. 
L’agelutinine hétéro-spécifique de certains sérums n’est parfois 
facilement révélable que vis-a-vis de globules papainés. 

L’iso-agglutinine porcine anti-A peut atteindre un titre de 256 
vis-a-vis de globules rouges humains A normaux et présente 
parfois un phénoméne de zone. Son titre peut atteindre 500 
ou 1 000 vis-a-vis de globules rouges humains A papainés. 


Ajoutons que l’iso-agglutinine porcine anti-A, comme les iso- 
agglutinines humaine anti-A et ovine anti-R et lisohémolysine 
anti-J est absorbée par le filtrat de culture de pneumocoque XIV 
alors qu’elle ne l’est pas par lVantigéne de Forssman extrait de 
rein de cheval, qui inhibe partiellement l’iso-agglutinine humaine 
anti-A. 


* 
xk * 


L’antigéne érythrocylaire A du pore présente, du fait de ses 
caractéres, un intérét certain. La parenté antigénique qu’on lui 
connaissait avec Vageglutinogéne A de homme peut étre étendue 
aux antigénes bovin J et ovin R. 

Parmi les animaux étudiés [41], le comportement sérologique 
des porcs A-positifs est trés voisin de celui des chimpanzés ou 
des hommes du groupe A qui possédent, dans la plupart des cas, 
un ou plusieurs antigénes plasmatiques inhibiteurs des iso-anti- 
corps bovin wanti-J et ovin anti-R. 

Cetle communauté n’est pas attribuable a l’antigéne Forssman, 
car le pore appartient au groupe des animaux ne possédant pas 
cet antigéne, et l’iso-agglutinine porcine anti-A n’est pas absorbée 
par l’antigéne de Forssman. 

Le réle de ces antigénes plasmatiques n’est pas a négliger. On 
peut leur attribuer la neutralisation des iso-anticorps anti-A, 
recherchés dans le sérum des porcs A-négatifs, lorsqu’on utilise, 


— 


| 
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comme complément, du sérum frais de pore A-positif (choisi pour 
éviter l’apport d’iso-anticorps anti-A), comme J’ont réalisé 
R. Saison, Goodwin et Coombs {42}. 

En expérimentation la présence de l’antigéne plasmatique A 
est probablement responsable de la protection des jeunes 
gorets A-positifs vis-a-vis de Vinjection d’iso-immunsérum anti-A, 
ce qui permet d’expliquer les résultats négatifs observés par 
M"™ H. Gelders. 

On peut done considérer que la maladie hémolytique attribuable 
4 une iso-immunisation par l’antigéne A n’a de chance d’appa- 
raitre que chez les gorets A-posilifs ne possédant pas la substance 
dans leur sérum. La proportion de ceux-ci semble étre d’envi- 
ron 30 p. 100. 

L’étude de la maladie hémolytique chez le pore peut, de plus, 
servir a élucider |’iso-immunisation due a l’antigéne A chez 
Vhomme, puisque cet antigéne existe aussi sous forme soluble 
dans le plasma humain. 


RESUME. 


L’étude des iso-agglutinines et des hémolysines existant dans !e 
sérum de 345 pores a permis d’individualiser l’antigéne A chez 
50 p. 100 et l’antigéne X chez 80 p. 100 de 160 de ces pores. Ces 
antigénes dépendent de deux couples de génes dont la ségréga- 
tion est indépendante. Le sérum de 70 p. 100 des porcs A-positifs 
contient l’antigéne soluble A, pour 50 p. 100 4 une forte concen- 
tration et pour 20 p. 100 4 une faible concentration. 30 p. 100 
des porcs A-positifs ne possédent pas cet antigéne soluble. II 
existe une parenté antigénique entre cette substance et les anti- 
génes bovin J, ovin R (1) et humani A. 


SUMMARY. 


Iso-nagglutinins and hemolysins have been studied in the serum 
of 345 pigs. In 160 of these pigs, two antigens have been 
found : antigen A has been demonstrated in 50 %, and another 
antigen (antigen X) in 80 % of these 160 pigs. 

These antigens are controlled by two genes which segregate 
indenpendently. The serum of 70 % of A-positive pigs contains 
the soluble A-antigen (50 % at a high concentration, 20 % at a 
low concentration) ; 30 % of the A-positive pigs do not possess 
this soluble antigen. 

There exists a relationship between this substance and bovine 
J-antigen, ovine R-antigen and human A-antigen. 


(1) L’antigéne ovin R est identique & l’antigéne ovin A de l'étude 
de P. Millot et A. Eyquem (Rev. Pathol. comp., 1955, 673, 1245). 
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A PROPOS DE LA NUMERATION DES AZOTOBACTER 
EN MILIEU LIQUIDE 


par J. AUGIER (*). 
(Institut Pasteur. Service de Microbiologie du Sol) 


Une connaissance plus précise du nombre des Azotobacter 
apporterait une contribution importante au probléme plus géné- 
ral de leur role effectif dans la fixation de l’azote atmosphé- 
rique au sein méme du sol. Il est donc essentiel de disposer 
@’une technique de numération aussi sensible que possible. 

Jusqu’ici les différentes méthodes proposées sont de deux 
types : les unes se servent de milieux solides, ce sont les plus 
nombreuses et les plus utilisées, les autres de milieux liquides 
d’introduction récente [4]. 


I. — LES METHODES EN MILIEUX SOLIDES. 


Ces méthodes sont également de deux types: Tune a domi- 
nante qualitative, les deux autres 4 dominante quantitative. 


a) M&THODES QUALITATIVES. — Winogradsky en a_ proposé 
deux : lune consiste & ensemencer, par la méthode des grains 
de terre, des plaques de silicogel imprégnées d’une substance 
carbonée sans azote: le pourcentage des grains s’entourant 
d’Azotobacter donne une idée de leur nombre. C’est en réalité 
une bonne méthode d’isolement, sa valeur quantitative n’étant 
que comparative. 

L’autre méthode consiste 4 saupoudrer un poids connu de 
terre sur le méme milieu; le nombre de colonies d’Azotobacter 
permet ainsi leur numération par gramme de terre. I] semble que 
cette méthode donne des chiffres trop bas. 


b) Mérnopes guantitatives. — Il en existe deux types : 

La premiére due a Jensen [8] consiste a ensemencer des 
plaques de silicogel imprégnées comme dans les méthodes pré- 
cédentes avec des dilutions d’une suspension de terre. Cette 
méthode serait la meilleure quantitativement si des difficultés de 
lecture ne la rendaient trés ardue. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1956. 
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La deuxiéme, proposée par O. Martre [2] consiste 4 employer 
la méthode en grains de terre de Winogradsky, mais en prenant 
soin de déposer des grains d’égale grosseur représentant un 
poids connu de terre. En appliquant un calcul statistique il est 
possible de calculer le nombre d’Azotobacter par gramme de 
terre en partant du pourcentage de grains négatifs. 

Cette méthode, trés écologique, semble elle aussi pécher par 
défaut. 


c) Critiqur. — Mise a part la méthode de Jensen [8] il semble 
bien que toutes ces méthodes donnent de faux résultats pour deux 
raisons : 

1° Leur sensibilité est trop faible par manque d’éléments favo- 
rables dans le milieu. C’est pourquoi certains auteurs ont proposé 
d’ajouter de l’extrait de terre, des oligo-éléments [4], de modi- 
fier la nature de la source de carbone [8], voire méme d’introduire 
des traces d’azote nitrique [6] ou combiné [7]. 

2° La maniére méme de pratiquer lensemencement contribue 
a diminuer la sensibilité. 

Dans la terre les Azotobacter peuvent se trouver en amas plus 
ou moins nombreux, et méme la méthode de Martre ne peut au 
mieux qu’évaluer le nombre d’amas d’Azotobacter. 

Seule la méthode en dilution de Jensen [8] permet de dissocier 
ces amas par broyage au mortier, temps nécessaire a la réalisa- 
tion des dilutions d’une suspension de terre. La lecture étant trés 
difficile, le probléme revient donc 4 trouver un milieu favorable 
permettant Vutilisation de dilutions de terre et une lecture facile. 


II. — La METHODE EN MILIEU LIQUIDE. 


C’est la technique en milieu liquide de Y. T. Tchan [4] qui 
répond le mieux A ces conditions. Elle consiste 4 ensemencer des 
dilutions de terre dans un milieu liquide constitué par la solution 
standard de Winogradsky diluée au 1/20 et additionnée de 
10 p. 1000 de glucose. On ensemence 5 tubes de milieu par 
dilution ; aprés huit 4 quinze jours il se forme des voiles trés 
caractéristiques. Le nombre des Azotobacter est déterminé a 
Vaide des tables de Mac Crady [9, 40, 44]. 

Cette méthode est trés satisfaisante dans son principe ; nous 
lavons essayée maintes fois, ce qui nous a permis de nous rendre 
compte de certains défauts. Elle ne semble pas avoir une grande 
sensibilité et manque de fidélité ; il est évident que ceci est dd 
a la composition du milieu. C’est pourquoi nous avons repris 
Pétude de la numération des Azotobacter en milieu liquide. Pour 
ce faire, nous avons cherché a déterminer les meilleures concen- 
trations : d’extrait de terre, d’oligo-éléments, de la source de 
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carbone, de calcium etc. en prenant comme critéres, la sensibilité 
et la fidélité des numérations, ainsi que l’aspect des voiles. 


III. — Erupe DEs CONSTITUANTS DU MILIEU. 


1° Réle de la solution saline de base. — L’expérience montre 
que les résultats obtenus sont sensiblement équivalents pour des 
dilutions variant du 1/10 au 1/20 de la solution standard de 
Winogradsky (1). Il est usuel d’utiliser la dilution au 1/20 : c’est 
la concentration que nous avons adoptée. 

2° Réle des oligo-éléments. — Parmi l’ensemble des oligo- 
éléments on sait que le molybdéne joue un réle essentiel dans la 
fixation de l’azote ; c’est pourquoi nous I’avons introduit a une 
plus forte concentration que les autres dans notre solution oligo- 
dynamique dont voici la formule : 


Moly bdateid em potassium treata-aicisie ecto aeee talicccists eee 05 ¢g 
Boraltieu dem Sod Gps eye oraetors trateexe sisi ietateys sia eee tailors sere ao Oven ve; 
Sulfater der cobale, «5 ciatasyosate x soresalosbieis oe maceystegeotiet evakSoseys estate 0,2 ¢ 
Sulfate sd aluminium clo. clic esueisiene sicteercve sie ecoela + os eis atte One 
Sulfate der Cuivre’ 2.068 « Sieataws artetereblete « Gatieieieie wave ae Ose: 
Sulfates demeaamunmiy |. a. at on peereevaeetencia--se satiters s ete ete al 
LOdUNe aides OLAS SLUT Same wicis stave cack ster valareters, ack siete eee Ose: 
Miwonure! dey SOciin, sc oye «eer eeyereie aheseueh ome, sexes des aysceuenay ete 01 ¢g 
BTOUMMUREM OS {SOMME tae. ore shoe ste Loleiel loys fetes cfelerete sterner ai ter 0,1 ¢g 
Ghilortrre™ de zines <ceaaenl seins otes > stslaleistcia ciictanlonterstaaiealene 0,05 ¢ 
(Bate (Gastillée gia. cpstoremictreacieneyeaetehore clots ce wusferetderencrreless ere ces 1000 ml 


Ajouter 1 ml de silicate de sodium A 30° B et faire passer un courant de CO,. 


Nous avons introduit dans le milieu plusieurs doses de cette 
solution (de 0,5 4 10 ml par litre de milieu). L’expérience a 
montré que c’était la dose de 1 ml pour 1000 ml qui donnait 
les plus beaux voiles se pigmentant le plus rapidement. 

83° Réle de lextrait de terre. — Nous avons vu que certains 
auteurs ont montré que de petites doses d’azote nitrique ou orga- 
nique aidaient a la fixation et a la croissance des Azotobacter. 
L’extrait de terre contient ces substances et bien d’autres favo- 
rables, encore inconnues. 

Parmi les diverses concentrations que nous avons essayées, 
c’est la dose de 10 ml d’extrait de terre par litre de milieu qui 


(1) Solution standard de Winogradsky. — Nous utilisons cette solu- 
tion en éliminant le chlorure de sodium ; la formule ainsi modifiée 
Sti. 


Phosphate bi-potassique .......+.-. see ee eee sence eenee yy 
Sulfate de magnésium cristallisé ............sseeeeeeeee Pay fee 
Griltnie Ge WS seencadsodggasandcesucvooddoconoUd coe hOD Ono 0,05 ¢ 
Rrilivia GO -imtieEN oovonevocbs5cousbouodcuvccdadoouEE 0,05 ¢ 


Pia clistill Gomes: dere. tapes Teas, Ais esSaye we acakh ose lorattay ald oes oletpstere hes 1 000 ml 
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nous a donné les meilleurs résultats. Cet extrait de terre est 
préparé [40] a partir d’un sol de jardin a pH 7, en mélangeant 
en parties égales terre et eau et en chauffant 4 130° pendant une 
heure a l’autoclave ; par filtration sur papier on obtient lextrait. 


4° Réle du carbonate de calcium. — Le carbonate de calcium 
est indispensable, d’une part pour tamponner le milieu, d’autre 
part a la croissance des Azotobacter. L’expérience nous a montré 
qu’il fallait Pintroduire a la dose minimum de 0,5 g par litre 
de milieu. Des doses supérieures ne sont pas nuisibles mais 
n’améliorent pas non plus. 


5° Roéle de la source de carbone. — Nous avons essayé les 
quatre sources de carbone les plus classiquement utilisées pour 
la culture des Azotobacter, ce sont: le glucose, la mannite, 
le pyruvate de sodium, et le lactate de sodium. 


Seul le glucose et la mannite donnent des voiles nets et se 
pigmentent rapidement. L’expérience nous a montré que ces deux 
substances devaient étre introduites dans le milieu a Ja concen- 
tration de 10 g pour 1000 ml. 


Il nous restait 4 choisir entre l'une ou lautre de ces deux 
substances : nous préférons la mannite pour les raisons suivantes : 


Les voiles sont un peu plus épais, la culture est moins gazo- 
géne, dans les premiers jours, qu’avec le glucose, enfin la man- 
nite est trés facilement stérilisable (20 minutes 4 112°). Ce dernier 
point est le moins important : il est en effet possible de ne pas 
stériliser le milieu 4 condition de travailler dans de la verrerie 
stérile et s'il y a de bonnes raisons de ne pas craindre des 
contaminations pour les Azotobacter. (Les autres contaminations 
nont pas d’importance). 

Soit en stérilisant, soit en ne stérilisant pas, les résultats avec 
la mannite sont les mémes ; ce n’est pas le cas avec le glucose. 


6° Réle du volume. — Les Azotobacter étant des germes 
aérobies, il est important que le rapport surface/volume soit 
favorable. Il nous a semblé que 5 ml de milieu par tube de 22 mm 
de diamétre, réalisait de bonnes conditions d’aérobiose. 


IV. — ForMULE DU MILIEU ET MODE OPERATOIRE. 


L’ensemble de ces observations nous a conduit a la formule 
sulvante : 


Mar mits joi cotasp toe uattrea ocesae etal soya re-Wlatts cs ane.s Gat ata is Get EN RE VST ere Wy sy 
Extrait de. terre: oats aaina yn sieieer osc oe Oe SOC YO) nl 
Sol. Soligo-éléments)- 4 anesthe Semiotics Sein ac eee ee eee 1m 
Carbonate: des calcium’ Gyiaasteacroease hy acriec are ee ee 0,5 ¢ 


Sol. de Winogradsky au 1/20 q. s. p. 1000 ml (en ean distillée). 
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Ce milieu est réparti en tubes de 22 a raison de 5 ml par tube. 

Peser a 1 dg prés 5 g¢ de terre, broyer finement au mortier, 
ajouter 45 ml d’eau distillée et pratiquer ensuite des dilutions de 
10 en 10 par la méthode habituelle. (42, 43, 44] (de 10—! a 10—®). 

Ensemencer 1 ml de chacune de ces dilutions par tube de 22, 
faire 5 tubes par dilution. 

Mettre a Il’étuve 4 33° ou a la rigueur 4 28° (a 28° la culture 
est plus lente, moins gazogéne, mais la numération est peut étre 
un peu moins sensible qu’a 33°). Il semble done que la tempé- 
rature de 83° soit la plus favorable. 


V. — MobE DE LECTURE. 


Au bout de quatre a cing jours il se forme, 4 la surface du 
milieu, un voile assez épais surtout au niveau des parois du tube, 
avec effilochement a la face inférieure, brunissant par vieillisse- 
ment et tombant enfin au fond du tube. Ce voile est trés friable. 
Noter pour chaque dilution le nombre de voiles formés qui 
peuvent dans certains cas étre réduits 4 un simple anneau le long 
des parois du tube. 

Pratiquer trois lectures : la premiére au bout de cing jours, 
Ja deuxiéme a dix jours et la derniére aprés quinze a vingt jours. 
Ces lectures successives sont nécessaires parce qu'il arrive que 
certains voiles se désagrégent avant le quinziéme jour. I] convient 
de manipuler les portoirs avec beaucoup de précautions et de 
faire la lecture dans l’étuve elle-méme. 

Le nombre d’Azotobacter par gramme de terre se détermine 
4 l’aide des tables de Mac Crady [9, 10, 44]. 

D’une maniére plus approximalive on peut également le cal- 
culer 4 l’aide de la formule : N = 0,7.102°° ott N = le nombre 
d’Azotobacter ; D,;, = la dilution donnant 50 p. 100 de tubes 
posilifs et 50 p. 100 de tubes négatifs. 

Cette D,, se détermine par la méthode trés simple de Reed et 
Muench [45] dont nous avons donné le mode d’application dans 
le cas des dilutions de terre [46]. 

Nous donnerons pour terminer quelques exemples de numé- 
rations : 

Terre G: Terre de jardin de la région parisienne : 5 tubes 
positifs 4 —1, —2, —3; 0 tube positif a Ala (Dy. 4310 
dou N= 0,7 -109" = 2,17" 10° 3"a Vaide de latable “de Mac 
Crady..om, trouve N= 2,5.10*. 

Terre 14: Terre de culture de canne 4 sucre : 5 tubes positifs 
Gil, —22)—=3, = 45 Qctubes positifs.a —5;,0 tube positif 
4—6; la D;, = 4,85 d’ot N = 0,7.10** = 4,97.10* a l'aide de 
la table on trouve : N = 5.10*. 
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Terre B: Terre de grande culture de la région parisienne : 
5 tubes positifs A — 1, — 2, —3; 3 tubes positifs a —4; 1 tube 
positif 4 —5; la D,,-= 4,3 dom, Ni =s0) 7510" 701 2, 10" Sal aude 
de la table on trouve-: N = 1,1.10*. 

Notons enfin que les résultats trouvés peuvent étre considérés 
comme significativement différents s’il y a au moins une diffé- 
rence du simple au double. 


CoNCLUSION. 


Nous pensons donc que les modifications apportées a la compo- 
sition du milieu de Y.T. Tchan, permettent d’effectuer des numé- 
rations plus précises, plus sensibles et plus fidéles qu’a laide 
des techniques antérieurement proposées. 


RESUME. 


L’auteur passe en revue les différentes techniques de numé- 
ration des Azotobacter et propose une formule de milieu liquide 
permettant des numérations plus précises, plus sensibles et plus 
fidéles que celles en usage jusqu’a ce jour. Son milieu est essen- 
tiellement une modification de celui de Tchan [4]. 


SUMMARY. 


The author criticizes the different techniques of Azotobacter 
numeration and proposes a lhquid medium more precise, more 
sensitive and reliable than those used until to-day. His medium 
is essentially a modification of the one proposed by Tchan. 
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SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 5 Juillet 1956 (suite et fin). 


Présidence de M. DuJARRIC DE LA RIVIERE 


ADDENDUM 


Il a été omis de mentionner 4 propos de la note « Modéle perfec- 
tionné d’un appareil a trypsination des tissus pour cultures cellu- 
laires » parue dans le numéro de juillet 1956 des Annales, que le 
professeur de Somer de Louvain et ses collaborateurs ont contribué 
a la réalisation pratique de cet appareil. 

G. BARskxt. 


COMMUNICATIONS 


ETUDE D’UN PHAGE ACTIF 
SUR LES CORYNEBACTERIES ANAEROBIES 


par A. R. PREVOT, J. MANDIN, J. GIUNTINI et H. THOUVENOT. 


(Institut Pasleur, Paris, Service des Anaérobies 
et Laboratoire de Microbiologie du Professeur Carrire, Montpellier) 


Au cours de recherches entreprises sur le pouvoir pathogéne des 
Corynebacterium anaéronies, J. Mandin [1] a observé dans les cultures 
en gélose profonde de la souche 1452 de C. parvum (isolée par hémo- 
culture anaérobie dans un cas d’endocardite maligne) un phénoméne 
de lyse transmissible se manifestant par des zones claires apparaissant 
au contact des colonies et les faisant partiellement disparaitre. L’hypo- 
thése sur la nature bactériophagique de l’agent de cette lyse transmis- 
sible a été aussitét émise et le phénoméne macroscopique a été décrit 
et photographié dans sa thése. 


Voici les expériences qui nous ont permis de confirmer cette hypo- 
thése : 


I. ADAPTATION A D’AUTRES SOUCHES DE CORYNEBACTERIES ANAEROBIES. — 
Le lysat filtré sur L3, mis en contact avec nos autres souches de Cory- 


Annales de U Institut Pasteur Mémoire A. R. PREVOT, J. MANDIN, 
A, Sel J. GIUNTINI et H. THOUVENOT. 


Phage 1452. Gr. 33 000. (Gr. le 


tronique original $8 000. Deux champs de micro- 
scope sont montés sur la planche par composition des pholographies. Tension 
daccélération des électrons: 80 Ky. Ombrage or-palladium). Photomicrographie 
électronique J. Giuntini. 
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nébactéries anaérobies, a montré une activité bactériophagique intense 
pour certaines d’entre elles, alors que d’autres souches restaient com- 
plétement insensibles. C’est ainsi que les souches 936 B, 1369, 1421, 
1425, 1433 de C. parvum ont été lysées par le principe lytique 1452, 
et que les souches 1352 et 1424 de C. avidum se sont montrées égale- 
ment trés sensibles. Au contraire, 7 autres souches de C. parvum, 1 sou- 


che de C, anaerobium et 1 souche de C. liquefaciens se sont montrées 
insensibles. 


II. EXALTATION DE L’ACTIVITE AU COURS DES PASSAGES. — Au début, 
le phage 1452 était faiblement actif. I] fallait 0,05 cm® de filtrat pour 
lyser un tube de culture en bouillon ou faire apparaitre quelques 
plages en gélose profonde. Au fur et & mesure des passages, soit sur 
la souche homologue, soit sur des souches hétérologues, son activité 
augmenta : c’est ainsi qu’au 10° passage, 0,05 x 10—* cm® faisait appa- 
raitre 1 4 3 zones de lyse par tube de gélose profonde. 


III. PHoTroMICROGRAPHIE ELECTRONIQUE. — A J’aide d'un filtrat du 
10° passage actif a 0,05 x 10—§ cm?, aprés concentration par ultracen- 
trifugation a 18000 t/m, nous avons obtenu un culot actif a 0,05 x 
10—® cm. Ce culot, repris en eau distillée et étalé sur membrane en 
formvar et fixé par l’acide osmique au 1/2000 pendant trente minutes, 
puis ombré a Vor-palladium, a été photomicrographié au microscope 
électronique Gr. 4500 et 8000 et les images agrandies 4 33000 x 
Gol, ake, 1D), 

Il s’agit d’un phage de morphologie classique, mesurant environ 
65 mu, muni d’une queue de 140 Mu environ. 
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ACTIVITE CATALASIQUE DES MYCOBACTERIES 


par A. ANDREJEW, A. TACQUET et Ch. GERNEZ-RIEUX 


(Institut Pasteur de Lille) 


Il existe un grand nombre d’observations concernant |’activité cata- 
lasique des Mycobactéries (voir Uecker [4]). Cependant, seul Je travail 
de Finlayson et Edson [2] est consacré aux mesures quantitatives de 
cette activité, exprimées en « Kat. f. » (Katalasefahigkeit de von Euler 
et Josephson [3]). Ce travail ne concerne que le BCG, une souche de 
bacilles tuberculeux humains avirulents et une série de bacilles para- 
tuberculeux saprophytes. 

Il nous a donc paru utile de préciser la Kat. f. de quelques souches 
de bacilles tuberculeux virulents, de la comparer avec celle de bacilles 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 94, n° 5, 1966. 52 


768 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


tuberculeux avirulents et de bacilles paratuberculeux saprophytes et 
d’étendre ces mesures A quelques souches I.N.H.-résistantes (qui, d’aprés 
Middlebrook [4], perdent leur catalase). 


Méruopes. — Dans de nombreux travaux consacrés a |’étude de l’ac- 
tivité catalasique des Mycobactéries, les procédés employés étaient assez 
éloignés des principes généralement respectés dans les études de ia 
cinétique enzymatique. Pour mesurer la vitesse d'une réaction chi- 
mique (activité catalasique), il est nécessaire de suivre les variations de 
la concentration du substrat (H,O,) a des intervalles précis et assez 
rapprochés [5]. Il s’agit, en somme, de mesurer la vitesse de la réac- 
tion, & chaque instant donné. ; 

Dans un ballon, placé dans un bain de glace (0°), nous introdui- 
sons: 5 ml de H,O, 0,1 N; 25 ml de tampon PO,KH, + PO,Na,H 
0,0134 M, pH 6,8 et la quantité d’eau distillée nécessaire pour amener 
le volume total & 50 ml, en tenant compte de la suspension bacillaire 
(préalablement lavée et refroidie & 0°), ajoutée au dernier moment. On 
préléve aussil6t 5 ml de mélange et on les verse dans 5 ml de SO,H,2N. 
Des parties aliquotes similaires du mélange sont prélevées et versées 
dans SO,H, 2N, toutes les trois minutes exactement, pendant douze a 
quinze minutes (sauf pour les souches I.N.H.-résistantes ott les pré- 
lévements sont effectués toutes les vingt minutes, pendant une heure). 
Ensuite, on titre, au permanganate 0,005 N, H,O, restante de chaque 
prise. Le dosage est fait également sur une prise d’essai non addi- 
tionnée de bactéries. 

On calcule la constante de Ja vitesse de réaction d’aprés 1’équa- 
lion [5]: 

2 A 

hap eee 
ot. K = constante de la vitesse ; T = durée de la réaction en minutes ; 
A = ml de MnO,K 0,005 N versés au temps O, et A- X = ml de per- 
manganate versés aprés T minutes. 

Les valeurs de K, obtenues en fonction du temps, sont extrapolées 
au temps O. Seules, les valeurs de K comprises entre 0,02 et 0,05 sont 
valables. Il est donc nécessaire d’employer une quantité suffisante de 
bactéries pour obtenir des valeurs de K comprises dans ces limites. 

La Kat. f. est calculée d’aprés l’équation : 


Constante de vitesse (au temps O) 
ge (poids sec) de bacilles employés dans 50 ml du mélange 


Kate tae 


Nous avons précisé la Kat. f. des souches suivantes (bactéries intactes): 

Les bacilles tuberculeux humains virulents = H,,Rv ; 10 964 ; 10 332 ; 
38 673 (résistants 4 1000 wg de streptomycine/ml). 

Les bacilles tuberculeux avirulents sensibles et résistants 4 1’I.N.H. = 
H,,Ra (humains) ; BCG C (bovins : culture obtenue a partir d’un seul 
élément) et BCG D (bovins: culture obtenue & partir d’un seul élé- 
ment). 

Les bacilles paratuberculeux saprophytes: M. phlei T (spontané- 
ment résistants 4 100 wg d’I.N.H./ml et entrainés & une plus forte résis- 
tance) ; M. grassberger et M. smegmatis. 
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RésuLTats, — Comme le montre le tableau, pour un méme milieu 
de culture, l’activité catalasique (Kat. f.) des souches virulentes de 
bacilles tuberculeux est assez semblable 4 celle des bacilles tubercu- 
leux avirulents, et méme A celle de certains bacilles paratuberculeux 
saprophytes. Par exemple, pour le milieu de gélose au sang autoclavé 
(qui, dans ces conditions d’expérience, ne présente par lui-méme 
aucune activité catalasique), la Kat. f. est de 0,13 pour H,,Rv (viru- 
lents) ; 0,12 pour le BCG ; 0,25 pour H,,Ra (avirulents) et 0,20 pour 
M. smegmatis. 


Activité catalasique (Kat. f.) des Mycobactéries. 


——_———_— ——_-. i) 
Souche Milieu _ Age | Karts fe 
(jours) 


58.673 humain virulent, résistant 1.000%} | 
de streptomycine/ml. Lowenstein 


10.964 humain virulent 


10.332 humain virulent 


M. phlei T résistant 4 100¥ d’I.N.H./ml. if 

M. phlei T résistant 4 2.000 Yd’I.N.H./ml. ui 

H3s7Rv humain virulent Gélose au sang 
; autoclavé 

Hy7Ra humain avirulent, sensible a 1’I.N.H. Bs 

H;7Ra résistant 4 5¥q@’I.N.H./nl. 5 

B.C.G. C sensible & 1’I.N.H. " 


B.C.G. C résistant A 50Yd’I.N.H./ml. n 
B.C.G. C sensible a 1’I.N.H. . 
B.C.G. C résistant a 50Y¥d’I.N.H./ml. bi 
B.C.G. D résistant a 50 ¥a’I.N.H. /ml. us 
M. phlei T résistant 4 100 ¥d’I.N.H./ml. t 
M. phlei T résistant A 1,000¥ a’I.N.H,/ml. " 
ie [oe a hg 
Me. #negmatis 

H.j7Ra sensible 4 1’I.N.H. Dubos 
H,7Ra résistant 4 5 Yd’I.N.H./ml. 


B.C.G. C Sensible a 1’I.N.H. 


B.C.G. C résistant a 50 ¥d’I.N.H./ml. " 
M. phlei ? résistant 8 100¥@’I.N.H, /ml. " 
M. phlei T résistant A 500¥q’I.N.H./ml. " 
B.C.G. C sensible a 1’I.N.H. Long 


E.C.G. C résistant & 50Y¥d’I.N.H. Am. Ww 
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Cependant, les résultats obtenus par Finlayson et Edson [2] sur 
d’autres souches de bacilles paratuberculeux (M. butyricum, M. rane, 
M. phlei) prouvent que, pour un méme milieu, certaines de ces 
souches manifestent une activité catalasique dix a trente fois supé- 
rieure 4 celle de M. smegmatis. 

Comme le montre notre tableau, ces écarts paraissent plus limités 
chez les bacilles tuberculeux ; l’activité catalasique reste généralement 
faible et, dans le cas de nombreuses souches virulentes que nous 
avons expérimentées et qui ne figurent pas au tableau, trés faible 
(atta C9) 

On sait qu’une solution de catalase subit une inactivation croissante 
au fur et & mesure de la décomposition de H,O, ; d’ot: la nécessité de 
réduire la durée de l’expérience et d’extrapoler K 4 O. En employant 
des suspensions de Mycobactéries intactes nous avons constaté dans 
de nombreux cas une tendance contraire: la valeur de K augmentait 
en fonction du temps ; phénomeéne probablement Jié & une pénétra- 
tion croissante de H,O, a l’intérieur des bactéries. 

On voit, d’autre part, que pour une méme souche, l’activité cata- 
lasique peut varier considérablement suivant le milieu de culture : 
dans tous les cas l’activité catalasique des bactéries intactes cultivées 
en milieu de Dubos est sensiblement plus forte que celle de ces mémes 
bacilles cultivés sur gélose au sang. Nous avons, respectivement, les 
Kat. f. suivantes: BCG: 0,43 et 0,10; H,,Ra: 0,43 et 0,25; 
M. phlei T : 1,69 et 0,58. Or, dans le premier cas, les bactéries sont 
obligées de synthétiser hémine (groupe prosthétique de la catalase), 
tandis qu’elles la trouvent toute préte dans le second milieu. 

Comme 1’a montré Middlebrook [4], les bactéries adaptées & VINH 

perdent leur activité catalasique (car, comme on l’a suggéré, VINH 
pourrait réagir avec |’hémine). Il est toutefois évident (tableau) que 
toutes les souches adaptées 4 VINH et cultivées sur le milieu au sang 
(riche en hémine), qui favorise nettement leur croissance, ne 
retrouvent aucune activité catalasique. 
_ En outre, le degré de l’adaptation 4 V’INH et le degré de l’affaiblis- 
sement de l’activité catalasique ne sont pas toujours proportionnels. 
Les exceptions existent : par exemple, H,,Ra résistant & 5 pg d’INH/ml] 
perd complétement son activité catalasique ; tandis que M. phlei T, 
résistant a 1000 ou 2000 yg dINH/ml donne lieu a une activité cata- 
lasique affaiblie de 10 4 20 p. 100 seulement par rapport A la souche 
meére. 


BIBLIOGRAPIUE 


(4] Urcker (W.). Zbl. Bakt., 1 Orig., 1955, 464, 424. 

[2] Fintayson (M. K.) et Epson (N.L.). Proe. Roy. Soc. New-Zealand, 1949, 
77, 284. 

[3] Euter (von H.) et Joseruson (K.). Ann. Chem., 1927, 452, 158. 

[4] MipptesrooK (G.). Amer. Rev. Tub., 1954, 69, 471. 

[5] Sumner (J. B.) et Somers (G.I°.). Chemistry and Methods of Enzymes. 
Acad. Press. Inc., édit., New-York, 1953. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 771 


VALEUR COMPARATIVE DE LA REACTION 
INDIRECTE DE COOMBS ET DES GLOBULES ROUGES 
PAPAINES POUR LA DETECTION 
DES AGGLUTININES IRREGULIERES 


J. M. FINE, A. EYQUEM et A. COLAS 


Unstitut Pasteur. Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins 
[Service de M. R. Dusarric pe La RivibRe]) 


Les hémagglutinines irrégulitres sont le plus souvent recherchées d 
aide de trois techniques, en utilisant des globules rouges mis en 
suspension dans de l’albumine de boeuf, ou traités par un enzyme 
. protéolytique, ou par la réaction indirecte de Coombs. 

Ces deux derniéres réactions sont pratiquées simultanément au 
laboratoire (depuis 1950) sur tous les échantillons de sérums adressés 
pour recherche d’hémagglutinines irrégulitres. 

La spécificité des anticorps décelés A l’aide de globules rouges traités 
par un enzyme protéolytique a été mise en doute par différents 
auteurs qui ont abandonné cette réaction. 

On peut estimer que les résultats non spécifiques obtenus sont en 
grande partie attribuables au fait que certains lots de trypsine ou de 
papaine peuvent étre & Vorigine d’une autoagglutination des hématies 
traitées. 

Depuis 1952, nous traitons les globules rouges par un enzyme pro- 
téolytique extrait de la papaine [4, 2] qui, a poids égal, provoque en 
présence de sérum anti-Rh une agglutinabilité des globules 0 Rh 
positifs plus grande que celle observée aprés traitement par diffé- 
rents échantillons de trypsine. 

Cette technique, lorsque Jes résultats non spécifiques ont été éli- 
minés, se révéle plus sensible que les autres techniques pour la mise 
en évidence de la plupart des types d’hémagglutinines irréguliéres ; 
elle permet méme dans certains cas, de déceler les anticorps qui ne 
peuvent pas l’¢tre par la réaction indirecte de Coombs, lorsqu’on 
utilise un sérum antiglobulinique dont le titre est de 2 000. 

La réaction indirecte de Coombs est réalisée aprés sensibilisation a 
laide du sérum a étudier des globules porteurs des différents anti- 
genes du systeme Rh et des autres systémes, mis en suspension 
4 10 p. 100. La sensibilisation se fait pendant soixante minutes a 37°, 
dans des tubes 4 hémolyse, en mettant en contact 0,10 ml de chacune 
des suspensions globulaires 4 10 p. 100, avec 0,15 ml du sérum étudié. 
On pratique trois lavages, le premier avec de Veau pysiologique 4 37° 
et les deux autres avec de l'eau pysiologique 4 20°. Une goutte de 
cette suspension de globules sensibilisés peut étre mise en contact 
avec III gouttes de sérum antiglobulinique en tube,, ou avec I goutte, 
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sur lame. La lecture est faite aprés centrifugation du tube pendant 
une minute a 1 000 tours. 

Les hémagglutinines sont recherchées & l’aide de globules traités par 
de Ja papaine purifiée ; celle-ci est conservée, aprés lyophylisation, cn 
aem = R.[. COOMBS POSITIVES. 
C3 R.!I.COOMBS NEGATIVES. 


fo 


25 | 


20 


15 


u| 


1/6 12 25 50 100 200 400 800 1600 3200 
~ ANTICORPS ACTIFSVIS-A-ViS DE G.R.ORH + PAPAINES — 


Grapnigur I, 


ampoules scellées sous azote. On traite, pendant une heure A eye (NU Siainall 
de culot globulaire 0 Rh-positif (CDe/cDE) lavés quatre fois, d’une 
part et 0,5 ml de globules 0 Rh-négatifs d’autre part, avec 0,5 ml de 
la solution de papaine. On réalise, aprés deux lavages A l’eau physio- 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 773 


logique a 37°, une suspension érythrocytaire a 2 p- 100, que l’on dis- 
tribue a raison de 0,05 ml dans les tubes contenant le sérum 2} 
examiner dilué du 1/6 au 1/1000 sous un volume de 0,3. La lecture est 
faite au miroir concave aprés une heure A 37° et une deuxiéme lecture 
est faite aprés deux heures. 

L’examen de prés de 482 échantillons de sérum provenant de 
sujets suspects diso-immunisation ou atteints d’hémopathies pouvant 
saccompagner d’anémie hémolytique acquise nous a fourni des 
résultats qui ont été résumés dans le graphique 1 ou ont été classées 
les agglutinines suivant leur titre vis-a-vis de globules papainés et 
divisées en deux groupes, suivant qu’elles étaient décelables par la 
réaction de Coombs (226 sérums) ou non décelables (256 sérums). 

On remarque qu’il existe une relation certaine entre le titre de 
l’anticorps vis-a-vis de globules rouges papainés et la fréquence de ia 
positivité de la réaction indirecte de Coombs. Plus le titre de l’agglu- 
tinine est élevé, plus sa chance d’étre décelable par la réaction de 
Coombs est grande. 

72 p. 100 des échantillons de sérum_ possédant une agglutinine 
titrant plus de 50, ont un anticorps décelable par la réaction indi- 
recte de Coombs. De méme 72 p. 100 des sérums ayant une agglu- 
tinine d’un titre inférieur 4 50 n’ont pas d’anticorps décelables par 
la réaction indirecte de Coombs. La réaction indirecte de Coombs est 
négative dans la plupart des sérums présentant un titre antiglobules 
rouges papainés inférieur 4 25, alors qu’elle est positive dans la plu- 
part des sérums présentant un titre antiglobules rouges papainés supé- 
rieur A 200. 

Dans 144 cas d’iso-immunisation, dont 38 ont fait l’objet d’examens 
répétés, nous avons observé le méme pourcentage de discordance 
(25 p. 100 environ de sérums contenant une agglutinine vis-a-vis de 
globules papainés présentant une réaction indirecte de Coombs 
négative). 

On peut s’interroger sur les raisons profondes des discordances entre 
les résultats fournis par les deux réactions, le titre de l’agglutinine 
intervient certainement, mais il existe des exceptions. Certains sérums 
possédant une hémagglutinine de titre élevé (800 A 3200) donnent 
néanmoins une réaction indirecte de Coombs négative. 

La discordance ne peut é¢tre attribuée au type de l’anticorps, car si 
l’agglutinine anti-Duffy n’est pas décelable a l’aide de globules rouges 
papainés [3], il n’en existait pas dans les sérums examinés. 

On peut faire intervenir un phénoméne de zone au cours de la 
réaction indirecte de Coombs. 

Des observations analogues ont été faites par différents auteurs, 
notamment au cours des anémies hémolytiques (Dausset [4, 5] ; 
Dacie [6]). L’agglutinine atteignait parfois un titre de 1 000 et n’était 
pas décelable par la réaction de Coombs (Payne et Spaet ADs 

Nous avons de méme pratiqué des examens répétés de malades 
atteints d’anémie hémolytique acquise et de polytransfusés chez les- 
quels la réaction indirecte de Coombs a été constamment | négative, 
bien que l’agglutinine antiglobules papainés fat décelable, il est vrai 
A un titre faible. Il en est de méme de certains leucosiques. 

A Vinverse, dans un cas d’anémie hémolytique acquise chronique 
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avec cryoagglutinines de titre élevé, l’anticorps & 37° n’était décelable 
qu’a Vaide de la réaction indirecte de Coombs. 

On a discuté la valeur diagnostique de l’agglutinine décelable a 
l'aide de globules rouges papainés, linnocuité de cet anticorps ne 
semble pas cependant prouyée, car il a pu élre rencontré a l'état isolé 
dans les sérums de femmes iso-immunisées. 

L’utilisation de globules rouges papainés permet de déceler les 
hémagglutinines irréguliéres avec une sensibilité qui, dans les condi- 
tions habituelles, est supérieure a celle de la réaction indirecte de 
Coombs. Certaines agglutinines de titre élevé (800, 3200) ne sont 
décelables qu’a l’aide de la premiere méthode, mais ce fait reste excep- 
tionnel. Par contre, lorsque le titre est faible la réaction de Coombs 
est en regle, négative (75 p. 100 des cas). 
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ACTION DE LA SALIVE 
DANS CERTAINES INFECTIONS EXPERIMENTALES 


par P. TARDIEUX et C. MAZUREK 


(Unstitul Pasteur. Service des Anaérobies) 


La gravité de certaines infections développées A partir de morsures 
nous a incités 4 rechercher si la salive possédait des propriétés ana- 
logues a celles que peut exercer la mucine gastrique dans 1l’infection 
expérimentale. Nous avons utilisé, a& cet effet, diverses bactéries 
anaérobies de la flore de Veillon, hétes habituels de la cavité buccale, 
et principalement les agents de l’actinomycose, dont la mucine accroil 
sensiblement la virulence comme il a été montré précédemment [4]. 
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Les résullats que nous rapportons ici concernent uniquement deux 
souches d’Actinobacterium israeli. 


Trecunigur. — Nos expériences ont été réalisées avee de la salive humaine 
qul avait été stérilisée par filtration sur bougie. Pour faciliter cette opéra- 
lion, nous avons abaissé la viscosité des échantillons fraichement prélevés 
en les traitant par lantiformine pendant cing heures A la température du 
laboratoire. Aprés filtration, nous avons neutralisé, et utilisé aussitot la 
solution homogéne légérement opalescente pour préparer des suspensions 
de corps microbiens. Ceux-ci étaient obtenus par culture des souches 1025 
et 1311 B d’Actinobacterium israeli sous anaérobiose partielle en milieu VF 
glucosé 4 1 p. 100 incubé pendant cing jours A 37°. La culture produit des 
granules qui sont recueillis par simple décantation et repris sous un volume 
dix fois moindre. 

Dans une premiere série 8 cobayes ont ¢lé inoculés par voie sous- 
culanée, intramusculaire, intrapéritonéale ou intratesticulaire avec 0,5 ml 
d'une suspension fraichement préparée. Le méme échantillon de salive 
servit & constituer deux stocks de suspension respectivement avec les 
souches 1025 et 1311 B. Ces stocks furent répartis en ampoules et lyophi- 
lisés. Les cobayes de cette premiére série ayant paru plus sensibles par 
vole intramusculaire et intratesticulaire, deux autres séries furent entre- 
prises par ces voies, les animaux recevant les uns le contenu d’une 
ampoule repris en eau distillée stérile, les autres des doses équivalentes 
de corps microbiens suspendus dans une partie du bouillon VF qui avait 
servi a Ja culture. 

Tous les animaux ont recu une injection unique sous le volume de 
6,5 ml environ. 


RésuLrats. — Dans l’ensemble de Jlexpérimentation, les deux 
souches d’A. israeli nous ont donné des résultats sensiblement paral- 
léles qui seront donc présentés ensemble. 


1° Par voie testiculaire : 18 cobayes ont été inoculés avec l’une ou 
Vautre souche. Il convient de tenir compte du fait que le lot dans 
lequel ils avaient été prélevés a subi par la suite une mortalilé assez 
élevée. 

Les deux cobayes qui ont recu la suspension microbienne en salive 
fraiche ont présenté une tuméfaction dure du testicule injecté, volu- 
mineuse pour l’un, plus discréte pour l’autre. Morts en vingt et 
vingt et un jours, ils ont montré, le premier un testicule presqu’en- 
tiérement occupé par un pus nécrolique épais, le second une zone 
de suppuration plus limitée. Le premier pus était constitué par un 
feutrage d’actinomycttes & état pur, tandis que l’on a retrouvé des 
diplocoques dans le second. 

La suspension microbienne en salive, conseryée A l’état lyophile et 
réhydratée extemporanément, a été inoculée 4 4 cobayes pour chaque 
souche. Les 8 animaux ont présenté une tuméfaction plus ou moins 
dure du testicule. L’un est mort en huit jours, les autres entre le 
quinziéme et le vingt-quatriéme jour. Le testicule de 7 d’entre eux 
contenait une masse de pus épais plus ou moins granuleux, formé de 
débris celhulaires et d’amas de filaments d’Actinobacterium. L’aspect 
classique de grains entourés d'une couronne de  massues n’a été 
observé qu’exceptionnellement. Une seule fois, la zone de suppuration 
s’est trouvée limitée au volume d’une téte d’épingle, mais, dans tous 
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les cas, la souche a pu étre réisolée trés facilement. Elle était a Vétat 
pur trois fois, accompagnée de cocci cing fois. 

Sur Jes 8 cobayes inoculés a titre de témoins avec l’une ou autre 
souche suspendue en bouillon VF, aucun n’a présenté de tuméfaction 
persistant au-dela du deuxiéme jour et 2 seulement ont montré a Vau- 
topsie un petit foyer de suppuration trés limité ot l'on a retrouveé a 
V’état pur le germe injecté. L’un était mort au dix-septi¢me jour, 
l'autre a été sacrifié aprés vingt-quatre jours. Chez un autre cobaye 
sacrifié au vingt-quatriéme jour, la souche inoculée a été retrouvée 


Fic. 1. — Partie d’un grain de petite taille prélevé dans le pus d’un cobaye sacr:fié 
six semaines aprés avoir recu la souche 1311B d’Actinobacterium israeli. 


dans un _ testicule d’apparence normale. Chez les 5 autres, cette 
recherche est restée négative, et l’on 1’a retrouvé aucune trace de 
Vinoculation, méme sur le cobaye 73 mort au quatri¢me jour, d’une 
infection intercurrente. 


2° Par voie intramusculaire : L’inoculation & 2 cobayes dans les 
muscles de la cuisse de la suspension fraiche a provoqué chez l’un ct 
autre une tuméfaction locale dure et persistante du volume d’une 
noisette. Un cobaye est mort au dix-septiéme jour, l’autre a été 
sacrifié au vingt-quatriéme. A l’autopsie, vaste abcés nécrotique dont 
on retire une grande quantilé de pus épais granuleux, formé de cellules 
nécrosées et de formes filamenteuses d’Actinobacterium. 
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Des 8 cobayes injectés avec le méme matériel, mais aprés un certain 
délai de conservation A 1’état lyophile, un seul est mort spontanément, 
les autres ont été sacrifiés au vingliéme, au trente-cinquiéme et au 
quarante-deuxiéme jour. Tous ont présenté une tuméfaction JIocale, 
plus ou moins dure, qui a toujours persisté au moins dix jours. Le 
cobaye mort au dixiéme jour et celui qui fut  sacrifié au vingtiéme 
jour présentaient un abcés du type décrit ci-dessus mais de dimen- 
sion un peu plus restreinte. La souche inoculée a été retrouvée A 
état pur dans les deux cas. En revanche, les 2 cobayes sacrifiés le 
trente-cinquiéme jour et 3 des 4 cobayes sacrifiés le quarante-deuxiéme 
jour ne présentaient plus ni tumeur, ni suppuration et il était impos- 
sible de réisoler la souche a partir des tissus cicatriciels. Mais lc 
quatriéme animal, sacrifié six semaines apres avoir recu a 
souche 1311 B, a révélé 4 l’autopsie les Iésions les plus caractéristiques 
du lot. Le muscle injecté était parsemé de zones de nécrose entourées 
d’une réaction fibreuse importante; des grains jaune orangé de 
toutes tailles truffaient Je tissu nécrosé. Les plus gros d’entre eux 
étaient formés uniquement d’amas pelotonnés d’A. israeli, les plus 
petits comportaient autour de ces amas, des touffes de massues par- 
faitement visibles au microscope, méme sans coloration (voir figure). 

Les 8 cobayes témoins ont parfaitement toléré Vinoculation des 
deux souches d’A. israeli en suspension dans du bouillon VF. Ils n’ont 
présenté aucune tuméfaction durable et, sacrifiés aprés vingt, trente- 
cinq ou quarante-deux jours, ils n’ont montré a lautopsie aucune 
lésion. 

3° Par voie intrapéritonéale : Les suspensions fraiches ou conservées 
d’A. israeli ont été inoculées i 6 cobayes ; 2 sont morts au quatorziéme 
et au vingt-quatriéme jour. Les 4 autres ont été sacrifiés au vingti¢éme 
jour, l’autopsie n’a révélé chez aucun d’eux Je tableau anatomo- 
pathologique que l’on reproduit généralement par J’inoculation de 
suspensions d’actinomycétes en mucine gastrique. 


DiscUssION ET CONCLUSIONS. — I] parait établi que l’addition de salive 
humaine slérilisée & des culots de cultures d’Actinobactertum leur 
permet de manifester pour le cobaye un pouvoir pathogéne nettement 
accru. 

La voie d’inoculation la plus fidéle est la voie tesliculaire : on obtient 
A tout coup une infection locale qui n’a pas tendance a évoluer vers 
la guérison spontanée et qui produit un pus de type actinomycosique. 

Par voie intramusculaire, on aboutit A une suppuration du méme 
genre mais qui tend le plus souvent a se résorber. 

La voie intrapéritonéale donne les résultats les plus inconstants. 
C’est sans doute pour cette raison qu’une telle propriété de la 
salive n’a pas retenu l’attention, alors que Pasteur et Fraenkel avaient 
déja démontré la possibilité de provoquer une seplicémie mortelle en 
inoculant A l’animal de la salive fratche de sujet sain. 

Par la suite, ce fut au contraire le pouvoir inhibiteur exercé sur 
diverses bactéries qui fut étudié par de nombreux auteurs. En Alle- 
magne en particulier, Dold, Weigmann et leurs collaborateurs i 3, 4] 
ainsi que Pesch et Damm [5] concluent a la présence d'une 
« inhibine » qui abaisserait ou supprimerait la virulence de plusieurs 
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bactéries pathogénes, tandis que Hegemann [6] attribue cet effet a 
Vantagonisme exercé par les cocci présents dans les sécrétions  sali- 
vaires. 

Naeslund [7] toutefois a inoculé & l’animal de la salive et de la pulpe 
de dents saines ou cariées en vue de reproduire l’actinomycose, mais il 
n’a considéré que l’activité de Ja flore transportée et non le réle du 
matériel vecteur. Rosebury [8] au contraire, a mélangé 4 des cultures 
d’actinomycétes anaérobies un broyat de « calculs salivaires » stérilisé 
i l'autoclave. Il a noté un certain accroissement de virulence et estime 


possible que les formations calcifiées déposées sur les dents jouent un | 


role dans la pathogénie de l’actinomycose. 

Nous pensons également que la salive liquide fraiche qui vient 
imbiber les plaies de chirurgie dentaire et buccale pourrait constituer 
un facteur d’éclosion de l’actinomycose cervico-faciale. Une étude plus 
attentive sera nécessaire pour le vérifier. Quoi qu'il en soit de ce point, 
il nous a paru intéressant de rapporter une technique qui permet de 
révéler expérimentalement avec fidélité l’aptitude pathogéne des actino- 
mycétes anaérobies. 
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ETUDE 


DE LA MICROFLORE THERMOPHILE TELLURIQUE 
1. — LES TECHNIQUES 


par J. LAJUDIE 


(Institut. Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


Les thermophiles, germes dont le caractére essentiel est de cultiver 
a la température optima de 55-60°, sont trés répandus dans la nature. 
On les trouve en général dans un milieu anaérobie, bien que leur 
marge de tolérance 4 loxygéne soit grande. Ce sont essentiellement les 
germes des boues et des fumiers. 

Les thermophiles cellulolytiques sont les plus étudiés et les mieux 
connus. Cependant les germes cultivant A une température élevée 
peuvent accomplir d’autres fonctions. 

Nous nous sommes proposé au début de notre travail de mettre au 
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point les techniques permettant l’étude de lensemble de ces germes 
trés particuliers. 

Ces techniques permettront l’analyse de différents échantillons de 
terre ; les résultats obtenus nous donneront une idée de Vimportance 
des fonctions physiologiques chez les thermophiles et de la répartition 
de ceux-ci dans le sol. 

Une troisiéme partie sera consacrée 4 l’isolement des souches et a 
leur étude ; nous comptons pouvoir résoudre ainsi le probléme de 
leur role dans le sol lorsque ces germes sont ramenés & des conditions 
thermiques mésophiles. 


I. Les Tecuyigurs. — La température élevée de culture entrainant 
une Gvaporation intense du milieu, il est nécessaire de modifier les 
techniques courantes utilisées pour |’étude des mésophiles. 

Dans les terres analysées, la fixation de l’azote moléculaire et la 
nitrification thermophiles n’ont jamais été mises en évidence. 

Cing fonctions essentielles restent donc a étudier : 

1° La protéolyse et la dénitrification pour le cycle de 1’azote. 

2° L’amylolyse, Vhémicellulolyse, Ja cellulolyse aérobie et anaérobie 
pour le cycle du carbone. 

A cété de ces fonctions zymogénes Ja numération en milieu solide et 
en milieu liquide renseigne sur la répartition de ces germes dans le 
sol. 

La cellulolyse. — La technique est identique 4 celle employée pour 
les mésophiles (voir Manuel technique d’analyse microbiologique du 
sol [4]). Il suffit de placer les tubes 4 55°. 

Pour obtenir des résultats plus précis chaque tube peut étre ense- 
mencé par 1 ml des dilutions de terre faites de 1/2 en 1/2 en chan- 
eeant de pipette (ensemencer trois tubes par dilution). 

Amylolyse. Dénitrification. Protéolyse. Hémicellulolyseé. — Ce sont 
respectivement des modifications des techniques mises au point pour 
les mésophiles : l’amylolyse [2], Ja dénitrification [38], la protéo- 
lyse [4], Vhémicellulolyse [5]. 

Les milieux correspondants sont répartis en tubes de 22 mm A raison 
de 20 ml par tube pour éviter la dessiccation. Chaque tube est ense- 
mencé par 1 ml d’une dilution de terre faite en changeant de pipette 
et allant de 10—! & 10—!°. On ensemence trois tubes par dilution. A 
chaque série on joint un tube témoin permettant de constater que ‘ec 
séjour a l’étuve a 60° ne modifie pas le milieu. 

Enfin les lectures sont faites les premier, deuxiéme, troisiéme, qua- 
triéme et septiéme jours en prélevant stérilement dans chaque tube une 
partie du milieu. Pour la protéolyse la lecture est faite en mettant les 
tubes A la glaciére et en notant ceux oti la gélatine est liquéfiée. 

Aprés une semaine de culture on ne note plus de changement appre- 
ciable. : 

Pour chaque fonction on trace une courbe en portant en abscisses 
les jours et en ordonnées les dilutions. i 

Pour que la courbe obtenue soit plus régulicre, il convient de cal- 
culer la dilution qui donne 50 p. 100 de résultats positifs et 50 p. 100 
de résultats négatifs (d’aprés la technique de Reed et Muench) [6]. 

Numération de la microflore totale thermophil:. — Elle se fait en 
milieu solide ou en milieu liquide. 
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a) En milieu liquide [7] : On utilise le milieu 4 l’extrait de terre 
réparti en tubes de 22 mm & raison de 20 ml par tube. On ensemence 
5 tubes par dilution & aide de 0,5 ml. Au bout de cing jours on note 
les tubes positifs (trouble du milieu). La lecture est faite 4 Vaide de la 
lable de Mac Crady [7]. 

b) En milieu solide; Trois tubes de gélose, extrait de terre, sont 
ensemencés par 1 ml de dilution chacun. Ces tubes sont agités ct 
coulés en tubes de Legroux. Apres solidification ils sont capuchonnés et 
placés & 55°. Au bout de cing jours on compte les colonies. La moyenne 
des résultats obtenus donne Je nombre de germes pour la dilution 
choisie. 
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DETERMINATION DE LA VITALITE D’'UN VACCIN BCG 
PAR LA REDUCTION DU BLEU DE METHYLENE 


‘VERIFICATION D’UN TRAVAIL DE D. M. CARDOSO ET W. F. ALMEIDA) 


par Wladyslaw SARNOWIEC 
(présenté par F. van DEINSE). 


(Institut Pasteur) 


Nous avons voulu vérifier les résultats assez étonnants obtenus par 
Cardoso et Almeida {4], en appliquant au vaccin BCG fraichement pré- 
paré la recherche de la déhydrogénation par la mesure de la réduc- 
tion du bleu de méthyléne en forme « leuco », selon la technique de 
Thunberg. Les résultats obtenus ainsi par ces auteurs, qui ne concor- 
daient nullement avec ceux qu’on obtient par les méthodes usuelles 
d’ensemencement du vaccin sur milieux appropriés aprés dilution con- 
venable, ont soulevé, pour cette raison, une vive controverse au Brésil. 
Cardoso et Almeida, en effet, avaient cru établir, par leur méthode, 
une diminution trés rapide de la proportion de germes vivants conte- 
nus dans le vaccin BCG, dés les premiers jours qui suivent la prépa- 
ration de ce vaccin. 

Pour vérifier ces recherches, nous nous sommes efforcé de suivre 
aussi exaclement que possible la technique employée par les deux 
auteurs brésiliens. 
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Une culture BCG sur milieu synthétique de Sauton, agée de dix jours, 
fut séparée du liquide selon la méthode habituelle, débarrassée du reste 
du liquide par centrifugation, pesée et homogénéisée par broyage au 
moyen de billes en acier inoxydable. Nous avons ainsi préparé une sus- 
pension dans du Sauton dilué au quart, dosée & 100 mg de BCG par 
ml, et cette suspension a été gardée en glaciére (+4° C) pendant toute 
la durée de l’expérience. 

Nous avons préparé une solution-mére de bleu de méthyléne dosée A 
0,1 p. 100. On prend 10 ml de cette solution qu’on dilue jusqu’A un 
volume de 100 ml avec une solution de phosphate de potassium de 
0,9 p. 100, dont le pH a été ajusté préalablement A 7,5. 

Comme donneur d’hydrogéne, on se sert d’une solution de succinate 
de sodium a 0,68 p. 100 (pH ajusté & 7,5). 

Enfin, nous avons utilisé une solution de NaCl a 0,8 p. 100 (pH 7,5). 

Pour nos expériences, nous nous sommes servi de tubes & essai en 
verre Pyrex d’une longueur de 18 cm et d’un diamétre de 0,5 cm, fer- 
més par un bouchon de caoutchouc traversé par un tube de verre 4 
étranglement, relié 4 une pompe a vide. 

Pour la réaction, on introduit dans une série de tubes des quantités 
croissantes de BCG (de 10 4 100 mg) ; on ajoute 0,5 ml de la solution 
de succinate de sodium et une quantité suffisante de solution de NaCl 
pour ajuster Je volume a 1,5 ml par tube. Les tubes sont placés au 
bain-marie a 37°, et, quand le liquide contenu dans Jes tubes a atteint 
cette méme température, on ajoute 0,5 ml de la solution de bleu de 
méthyléne, et, immédiatement aprés, on fait le vide dans les tubes. 
Dés que les bulles d’air ne se forment plus dans le liquide se trouvant 
dans les tubes, on ferme 1|’étranglement des tubes de verre reliés & la 
pompe a vide et on note les modifications de la couleur et le moment 
ou elles se produisent. 

Les tableaux suivants montrent les résultats de nos expériences : 


I. — Susprenston pE BCG ayant sfyounné 24 HEURES EN GLACIERE. 
Doses pE BCG ReSULTAT. 
10 mg Aprés 30 minutes de contact, transformation passagére 
20 mg et incompléte de Ja couleur bleue en blanc (réduc- 
30 mg tion passagere). 
40 mg Aprés 22 minutes, virage définilif de la couleur (réduc- 
tion totale et définitive). 
50 mg Aprés 5 minutes, virage total (réduction totale et défi- 
- co} 
nitive). 
100 mg Aprés 3 minutes, virage total (réduction totale et défi- 
nitive). 
Il. — Susprenston pe BCG ayanr sféyounné 48 mEURES EN GLACIERE. 
Doses »E BCG RésULTAT. 
10 mg Apres 33 minutes, légtre décoloration passagére (réduc- 
20 mg 
2 


tion incomplete et passagére). 
30 mg 
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40 mg Aprés 23 minutes, virage au blanc (réduction totale et 
définitive). 

50 mg Aprés minutes, yirage au blanc (réduction totale et 
définitive). 

100 mg Aprés 3 minutes, virage au blanc (réduction totale et 


définitive). 


III. — Suspenston ve BCG ayanr sésournNéE 5 JOURS EN GLACIERE. 
Doses pE BCG RESULTAT. 

10 mg enya ; fs ae ME Petits : 

2) Aprés 32 minutes, léger virage partie] transitoire (pra- 

20 mg : : ; 

3 3 tiquement pas de réduction). 

30 mg 

40 mg Aprés 22 minutes, Iéger virage partiel et transiloire 
(praliquement pas de réduction). 

50 mg Aprés 4 minutes, virage total (réduction totale et défi- 
nitive). 

Aprés 4 minutes, virage total (réduction totale et 
100 mg durable). 
IV. — Suspension pe BCG ayanr séyounné 8 souRS EN GLAGIERE. 
Doses bE BCG RESULTAT. 

10 mg 

20 mg Aucune trace de yvirage (réduction nulle). - 

30 mg 

40 mg Aprés 44 minut yirage a i indiqué (prati t 

! g Aprés 44 minutes, virage 4 peine indiqué (pratiquemen 
pas de réduction). 

50 mg Apres 16 minutes, virage total (réduction tolale et défi- 
nitive). 

100 mg Aprés 13 minutes, virage total (réduction totale et défi- 
nilive). 


Etant donné la réduction insignifiante qu’on obtient avec les doses plus faibles, 
nous nous sommes borné, pour les expériences suivantes, aux doses de 50 et 


de 100 mg de BCG. 


V. — Suspension pet BCG ayant sésournné 10 yours EN GLACIERE. 
Doses pE BCG RéEsuLrar. 
50 mg Aprés 15 minutes, virage total (réduction totale ct défi- 
nitive). 
100 mg Aprés 11 minutes, virage total (réduction totale et défi- 
nitive). 
VI. — Suspension pe BCG ayant sésournnE 12 jours EN GLACIERE. 
Doses pr BCG RESULTAr. 
50 mg Aprts 14 minutes, réduction totale ct définitive. 
100 mg Aprés 10 minutes, réduction totale ct définitive. 
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VII. — Suspension pe BCG ayant stsournné 14 sours EN GLACTERE. 
Doses pe BCG RésuLtar. 
D0 meg Aprés 21 minutes, vi sitoi é i é 
‘ g Apres <1 minutes, virage transitoire (réduction passagére). 
100 mg Aprés 15 minutes, virage total (réduction totale et défi- 
nitive). 
VJIJ. — Suspension pr BCG ayanr sésournnéi 16 sours EN GLACIERE. 
Doses pe BCG RESULTAT. 
50 mg Aprés 9 minutes, Iéger palissement transitoire du bleu 
(réduction pratiquement nulle). 
100 mg Aprés 12 minutes, virage total (réduction totale et défi- 
nitive), 
1X. — Suspension pe BCG ayant sfsourné 19 sours EN GLACIERE. 
Doses pe BCG RESULTAT. 
50 mg Aucune trace de réduction. 
100 mg Aprés 22 minutes, virage transitoire (réduction  passa- 
gere). 


Nous avons encore fait des essais avec des suspensions de BCG restées 
plus de dix-neuf jours en glaciére : nous n’avons obtenu aucune réduc- 
tion. 


Bien entendu, nous avons refait ces mémes expériences avec des sus- 
pensions de BCG fraichement préparé et tué par chauffage. Nous nous 
abstenons de reproduire le détail de ces expériences de contréle pour 
ne pas allonger inutilement cette note, et nous nous bornons a dire 
que les résultats en ont été constamment négatifs. 

Nous avons, d’autre part, exécuté un certain nombre d’expériences 
de contréle sans BCG. Nous avons procédé, comme pour les expériences 
décrites plus haut, en nous servant des tubes de mémes dimensions, 
contenant chacun 0,5 ml de la solution de succinate de sodium et 1 ml 
de solution NaCl et placés ensuite au bain-marie a 37°. Dés que Je 
liquide contenu dans les tubes atteint cette température, nous avons 
ajouté A chacun 0,5 ml de la solution de bleu de méthyléne et nous 
avons, immédiatement aprés, fait le vide dans les tubes qui furent 
ensuite soudés au niveau de 1’étranglement. Aucune décoloration ne 
s’étant produite dans ces tubes témoins, il est évident que les change- 
ments de couleur observés au cours des expériences décrites plus haut 
étaient bien dus a la présence du BCG. 


Il ressort de ces expériences qu’en présence de doses de 10, 20 et 
30 mg de BCG, on obtient parfois une réduction du bleu de méthylene, 
mais celle-ci a un caractére passager, la couleur bleue réapparaissant 
bientOt dans les tubes. I] faut, en outre, en présence de ces doses de 
BCG, attendre assez longtemps pour voir se produire la légére réduc- 
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tion passagere. En présence des doses plus élevées (40, 50 ou 100 mg), 
la réduction du bleu de méthyléne se montre plus active et la vitesse 
de son apparition est en rapport direct avec l’importance de la dose 
et avec ]’4ge de la suspension de BCG. 

Or, nous avons effectué, en méme temps, des ensemencements sur 
milieu de Léwenstein-Jensen, de différentes dilutions de la suspension 
de BCG ayant servi 4 l’expérience précédente. Des résultats de ces ense- 
mencements, nous mentionnerons seulement ceux obltenus avec des 
échantillons de la suspension-mére 4gée de un jour et de vingt-neuf 
jours. En partant de la suspension dosée 4 100 mg par ml, nous avons 
préparé des dilutions allant jusqu’A 10—> et 10—* mg par ml. De ces 
dilutions, nous avons ensemencé V gouttes sur chacun de plusieurs 
tubes de milieu. Nous avons ainsi obtenu pour la solution agée de 
vingt-quatre heures a la dilution de 10—*° d’innombrables colonies sur 
nos tubes de culture. Nous avons obtenu le méme résultat avec cette 
suspension diluée 4 10—%. Pour la suspension agée de vingt-neuf jours, 
nous n’avons pas obtenu de culture avec la dilution 10—®, mais /a 
dilution 10—* a encore donné de trés nombreuses colonies. 


Nous croyons pouvoir conclure de nos expériences que la méthode 
d’évaluation de Ja vitalité d’un vaccin BCG par la réaction de réduction 
du bleu de méthyléne ne permet aucunement une évaluation exacte 
du nombre de germes vivants se trouvant dans ce vaccin et que la 
méthode des ensemencements lui est infiniment supérieure. La réduc- 
tion du bleu de méthyléne est notamment négative en présence de 
doses de BCG contenant certainement encore une trés grande propor- 
tion de germes vivants, susceptibles de donner naissance 4 des colonies 
aprés ensemencement. 
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Les communications suivantes paraissent ou paraitront en Mémoire 
dans les Annales de l'Institut Pasteur : 


Les vaccinations antirabiques a l'Institut Pasteur en 1956, 
par R. B&éguicnon et C. ViALar. 


Utilisation des cultures de tissu rénal du singe africain Ery- 
throcebus patas pour les recherches sur la poliomyélite, 
par M™? VY. Drovuuer et L. Costin. 


Action fongistatique du propionate de sodium et du lauryl sul- 
fate de sodium ; leur synergie en association, par F. Marit 
et M™ M. Vieu. 


Spectres d’action de la photorestauration chez E. coli B/r, 
par J. Jaccer et R. Lararser. 
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Recherches sur F. nucleatus (Knorr) et son pouvoir pathogéne 
pour l’homme et les animaux, par A.-R. Privor, P. Tarvirux, 
L. Jousert et F. pe Capone. 


Contribution a l'étude de l’antigéne érythrocytaire humain A, 
par J.-M. Fine, A. Eyquem et J. Taiésautr, : 


Etudes sur les E. coli de gastro-entérite infantile. III. Etude 
épidémiologique dans un service hospitalier du nord de la 
France, par R. Burriaux, P. Nicouir, L. et S. Le Minor et B. Gaupier. 


Etude mycologique d’une histoplasmose spontanée du singe 
africain, par F. Mariar et G. SEGRETAIN. 


Etude des virus APC. I. Isolement en France de virus du 
type APC (souches P,, et P,,), par P. Lépine, C. Cnany et F. 
RosesE-Fossar, Z 


A propos de la numération des Azotobacter en milieu liquide, 
par J. Aucier. 


ELECTIONS 


MM. Ardry, Colobert, Jean Fauconnier, de Lavergne et J. van der 
Veen sont élus membres de la Société Francaise de Microbiologie. 


LIVRES REGUS 


Hans Schmidt. — fortschritle der Serologie. 2° édit., enticrement revue 
et complétée. XXIV+1114 pages, 87 fig., Dietrich Steinkopff, édit,. 
Darmstadt, 1955. Prix relié : DM 150. 


La publication de ce magnifique Traité d’Immunologie de 1114 pages, 
dont les différents fascicules ont paru successivement au cours de ces 
derniéres années, se termine par les Tables et Index des auteurs et des 
sujets traités. Il est ainsi particuli¢érement aisé au lecteur de retrou- 
ver les paragraphes ou sont exposés les différents sujets cherchés. 

Ainsi constitué, ce traité est une véritable encyclopédie résumant 
l’essentiel des travaux d’immunologie effectués depuis le début du 
siécle. L’auteur, qui a suivi pas & pas ce développement et en a été 
l’un des artisans, était particulitrement qualifié pour en faire la rédac- 
tion. Ajoutons que celle-ci est faite avec une concision et une clarté 
qu’il n’est pas habituel d’observer dans les publications récentes de 
langue allemande traitant de sujets analogues. 

Les grandes divisions de l’ouvrage sont les suivantes : 

I. — L’antigéne : spécificité, protéines, antigenes conjugués, polyo- 
sides, antigénes marqués, antig¢nes microbiens, toxines, antigénes hété- 
rophiles, virus, phages. 
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II. — L’anticorps ; sa nature, étude par électrophorése et ultracentri- 
fugation, fractionnement du plasma. 

Ill. — La réaction entre antigénes et anticorps, anti-hormone, anti- 
enzyme. 

IV. —- La formation des anticorps. 

V. — Les réactions sérologiques : les antigénes de groupes sanguins, 


Vhémagglutination, la congélation, les anticorps cytotoxiques, la pha- 
gocytose, le liquide céphalo-rachidien, les tumeurs, les réactions non- 
spécifigues, la coagulation. 

Avec les tables, sont fournies des pages complémentaires concernant 
les travaux récemment publiés. 

C’est donc bien 1A l’instrument de travail idéal pour ]’immunologiste 
qualifié, pour le chercheur et le clinicien. 

A. E. 


A. H.E. Marshall. — An outline of the cytology and pathology of the 
reticular tisswe. 1 vol., 274 p., 116 fig., Oliver and Boyd, édit., 
Edimbourg et Londres, 1956. Prix : 42 shillings. 


L’auteur expose de facon claire et condensée les éléments de base de 
cette question complexe. La premiére partie est consacrée a ]’anatomie, 
la cytologie et les propriétés fonctionnelles du tissu réticulaire normal, 
ainsi qu’a une étude de l’inflammation en général. La seconde traite 
des diverses maladies de ce tissu: hyperplasies et néoplasies, le cha- 
pitre des xanthomatoses étant rédigé par J. B. Cavanagh. Deux appen- 
dices complétent le volume, dont l’un particuliérement important, 
consacré aux diverses techniques d’étude du tissu réticulaire. De trés 
nombreuses reproductions de coupes histologiques illustrent l’ouvrage 
et en facilitent la compréhension. Ce travail, ot l’on trouve a la fois 
Vexposé et la critique de divers points de vue, constitue une excellente 
mise au point de ]’état actuel de la question. 

Hears 


Grenzflichenprobleme und Reaktionen im kolloiden Zustand. 1 vol., 
IV + 176 p., 144 fig., Verlag Dr. Dietrich: Steinkopff, Darmstadt, 
édit., 1956. Prix : DM 26. 
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Il s’agit d’un tirage & part de la Kolloid Zeitschrift, qui comprend 
les communications présentées au 17° Congrés de la Kolloid Gesellschaft, 
congrés qui a réuni des savants de ]’Allemagne de 1l’Ouest et de 1’Est 
et de différents pays étrangers. Ces communications, au nombre de 
dix-neuf, sont illustrées de nombreux graphiques et courbes, et suivies 
de leurs discussions. 

Hef, 


Le Gérant : G. Masson. 


Dépot légal. — 1956. — 4e trimestre. — Numéro d’ordre 2369. — Masson et Cie, édit., Paris. 
Ancze Imp. de la Cour d’Appel, 41, rue Cassette, Paris. 


